
(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLI^£ EN VERTU DU TRATTE DE COOPERATION 

EN MATI£:RE DE BREVETS (PCT) 

(19) Orgaoisation Mondiale de la Propri£t£ 
Intellectuelle 

Bureau intemationa] 

(43) Date de la publication Internationale (10) Num^ro de publication internationale 

5 f^vrier 2004 (05.02.2004) PCT WO 2004/011594 A2 

(51) Classiflcatlon Internationale des brevets'' : C12N Lyon (FR). BERTHOMME, Herve [FR/FR]; 23, rue du 

Pare, F-69500 Bron (FR). 

(21) Numero de la demande Internationale : 

PCT/FR2003/002339 (74) Mandataires : MARTIN, Jean- Jacques, etc.; Cabinet 

Regimbeau. 20 rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 17 

(22) Date de depot international : 24 juiUet 2003 (24.07.2003) (P^)- 

(25) Langue de depot : fi^cais designes (national) : AE, AG, AL. AM. AT. AU, AZ, 

BA. BB, BG, BR. BY, BZ, CA. CH, CN, CO. CR, CU. CZ, 

OiC\ T ^« »»kii^fi»» . A« • EC. EE. ES, H, GB, GD. GE, GH. GM. 

(26) Langue de publication : fran^ais ^ ^ ^ ^ ^ ^3 ^ ^ ^ ^ ^ 

LR. LS, LT. LU, LV. MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
(30) Donnees relatives a la priorite : MZ NX, NO, NZ. OM. PG. PH. PL. PT. RO. RU. SC. SD, 

02A)9524 26 juillet 2002 (26.07.2002) FR SE. SG. SK. SL. SY. TJ. TM, TN. TR. TT, TZ, UA. UG. 

US, UZ, VC, VN. YU. ZA. ZM, ZW. 

(71) Deposant (pour tous les ttats designis sauf US) : BIO- 
= CORTECH [FR/FR]; 3, rue Paillet. F-75005 Paris (FR). (84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM. KE, 
^ LS. MW. MZ, SD. SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 

= (72) Inventeurs; et eurasien (AM. AZ, BY. KG, KZ, MD, RU. TJ. TM), brevet 

— (75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : MADJAR, europ6en (AT, BE, BG. CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
= Jean-Jacques [FR/FR]; 10, me Bellecordifere, F-69002 FR, GB, GR, HU. IE, IT, LU, MC, ISTL, PT, RO, SE, SI, SK, 

S [Suite sur la page suivante] 

= (54) Titie: NOVEL METHOD FOR ANALYZING NUCLEIC ACID ET USE THEREOF FOR EVALUATING THE DEGREE OF 
= MRNA EDITING OF THE SEROTONIN 5-HT2C RECEPTOR 

^ (54) Tltre : NOUVELLE METHOD D' ANALYSE D'ACIDE NUCLEIQUE ET SON UTILISATION POUR EVALUER LE 

— DEGRE D'EDmON D'UN ARNni, NOTAMMENT CELUI DU RECEPTEUR S-HTzc DE LA SEROTONNIE . 

B (57) Abstract: The invention concerns a method for analyzing nucleic acids using a small-size probe anay comprising deoxyi- 
S nosines (65) instead of deoxyguanosines (dG). The invention also concerns such probe arrays and their use in methods for detecting 
= and/or quantifying taiget oligonucleotides present in DNA (deoxyribonucleic acid) or RNA (ribonucleic acid) molecules in a sample, 

— in particular mRNA editing rate of the serotonin 5-HT2C receptor (5-HT2C-R)- The invention further concerns a biochip or a reactor 
= in liquid medium comprising such probe arrays as well as their uses, in particular for detecting and/or identifying genetic polymor- 
=. phisms or for determining an mRNA editing rate, whether it is that of a 5-HT2C-R mRNA or any other RNA capable of being edited. 
S The invention also concerns a method based on the isolation of a single strand conformation polymorphism (SSCP) enabling under 
~ specific analysis conditions the editing profile and/or rate of an mRNA capable of being edited to be obtained, as well as a method for 

— diagnosing diseases or susceptibility to diseases associated with the degree of edition of an mRNA. Finally, the invention concerns 
a method for selecting compounds capable of modulating mRNA editing rate, in particular that of S-HTic-R, as weU as the use of 
such compounds for preparing a pharmaceutical composition for treating organic fluid. 



(57) Abrege : La presente invention se rapporte k une methode d* analyse des acides nucleiques mettant en oeuvre un jeu de sondes 
de petite taille incluant des d^soxyinosines (dl) ^ la place de desoxyguanosines (dG). L'invention comprend ^galement de tels jeux 
1^ de sondes ainsi que leur utilisation dans des proc^d^s de detection et/ou de quantification d'oligonucl^tides cibles presents dans des 
mol&:ules d*ADN (acide d^soxyribonucMique) ou d*ARN (acide ribonucl^ique) dans un 6chantillon, notamment la determination 
g du taux d*6dition de TARN messager (ARNm) du r&epteur S-HTj^ (5-HT2c-R) de la s^rotonine. Uinvention est aussi relative ^ une 
biopuce ou ^ un r^acteur en milieu liquide comprenant de tels jeux de sondes ainsi que leurs utilisations, notamment pour la detection 
et/ou r identification de polymorphismes g^n^tiques ou pour la determination du taux d' edition d*un ARNm, que ce soit celui de 
TARNm du 5-HT2c-R ou de tout autre ARN susceptible d'etre edite. La presente invention a egalement pour objet une methode 
fondee sur la mise en evidence de polymoiphisme de conformation de I'ADN simple brin (SSCP) permettant dans des conditions 
donnees d' analyse d'obtenir le profil et/ou le taux d'edition d'un ARNm susceptible d*6tre edite, ainsi qu'une methode de diagnostic 
de maladies ou de susceptibilite k des maladies associees au degre d'edition d'un ARNm. La presrate invention a aussi pour objet 
^ une methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition de I'ARNm, notanunent celui du S-HTjc R, ainsi que 
1^ I'utilisation de tels composes pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement de Thumeur. 
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NOUVELLE METHODE D'ANALYSE D'ACIDE NUCLEIQUE ET SON UTILISATION 
POUR EVALUER LE DEGRE D'EDITION D'UN ARNm. NOTAMMENT CELUI DU 
RECEPTEUR S-HTac DE LA SEROTONINE. 

5 La presents invention se rapporte d une m6thode d'analyse des acides 

nucleiques mettant en oeuvre un Jeu de sondes de petite taille induant des 
d^soxyinosines (dl) § la place de dSsoxyguanosines (dG). Uinventlon comprend 
^galement de tels jeux de sondes ainsi que leur utilisation dans des proc6des de 
detection et/ou de quantification d'oiigonucleotides cibles presents dans des molecules 
10 d'ADN (acide desoxyribonucleique) ou d'ARN (acide ribonucl6lque) dans un 
§ciiantillon, riotamment la detemiination du taux d'edition de I'ARN messager (ARNm) 
du r6cepteur 5-HT2c (5-HT2c-R) de la s6rotonine. Uinvention est aussi relative k une 
biopuce ou a un r6acteur en milieu liquide comprenant de tels jeux de sondes ainsi 
que leurs utilisations, notamment pour la detection et/ou Tidentification de 
15 polymorphismes g6n6tiques ou pour la d6temainatlon du taux d'6dition d'un ARNm, 
que ce soit celui de TARNm du 5-HT2c-R ou de tout autre ARN susceptible d'§tre 6dit§- 
La pr6sente invention a 6galement pour objet une methode fondfee sur la mise en 
evidence de polymorphisme de confonmation de I'ADN simple brin (SSCP) permetlant 
dans des conditions donn6es d'analyse d'obtenir le profil et/ou le taux d'6ditfon d'un 
20 ARNm susceptible d'§tre edit§, ainsi qu'une methode de diagnostic de maladies ou de 
susceptibility a des maladies associees au degr^ d'^dition d'un ARNm. La presente 
invention a aussi pour objet une m§thode de selection de composes capables de 
moduler le taux d'6dition de I'ARNm, notamment celui du 5-HT2c-R, ainsi que 
Tutilisation de tels composes pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
25 destinee au traitement de I'humeur. 

Parmi les methodes d'analyse des acides nucl6iques qui pemiettent de r§v6ler 
une difference d'un ou de quelques nucleotides dans une s^uence donn6e, on peut 
distinguer deux grandes categories de methodes, celles qui sont sp6cifiques d'une 
seule sequence et celles qui permettent de detecter simultanement, par hybridation 
30 sous forme de duplex d'ADN double brin ou sous forme d'het^roduplex ADN/ARN, 
plusteurs sequences differentes (jusqu'a plusieurs miiliers). 

Dans la premiere categorie, on peut ranger sans §tre limitatif tant les 
variantes sont nombreuses et sans les d^crire car elles ont toutes &t& largement 
utilisees a des degree divers - le sequengage de I'ADN. sSquengage direct ou apres 
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amplification iterative par PGR ("polymerase chain reaction"), pr6c6d6e ou non d'une 
reaction de transcription inverse (RT-PCR pour "reverse transcription" suivie de PGR) ; 
la mise en Evidence d'un polymorphisme de longueur des fragments de restriction 
(RFLP pour "restriction fragment length polymorphism") a la suite d'une ou plusieurs 
mutations ponctuelles qui affectent un ou plusieurs sites de restriction et sa variante. 
I'AFLP ("amplification length polymorphism") ; la reaction de ligature iterative (LCR 
pour "ligase chain reaction") et sa variante. la reaction de detection par ligature (LDR 
pour "ligase detection reaction") ; I'amplification specifique par PGR d'un allele mut6 
(PGR-MASA pour "PGR-mutant allele specific amplification") ; I'extension d'amorce 
("primer extension") ; .... Pour toutes ces m6thodes et celles qui en derivent voir 
"Gurrent Protocols in Molecular Biology". John Wiley & Sons ed.. 4 vol. mis & jour par 
trimestre. ISBN 0-471 -50338-X. 

Dans la seconde categorie, on trouve les methodes d'analyse par hybridation 
en milieu liquide et celles d^rivees de la m6thode de Southern (ou "Southern blot") qui 
fut d6crite initialement pour I'ADN (Southern. J. Mol. Biol.. 1975. 98:503-517). ParmI 
ces demi%res. on peut citer sans etre limitatif. la methode de Southern appliqu§e 
I'ARN (ou "northern blot", voir Alwine et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1977. 74:5350- 
5354. et Alwine et al.. Methods Enzymol.. 1979. 68:220-242) ; les hybridatlons sur 
support, macro- et micro-hybridations. d'acides nucleiques en collection ("macroarray" 
et "microarray". voir Fotin et al.. Nucleic Acids Res.. 1998. 26(6):1515-1521 et les 
articles qui y sont references, voir aussi Diehl et al.. Nucleic Acids Res.. 2001. 
29(7)e38 et les articles qui y sont r6f6renc6s). Ges hybridatlons entre molecules 
d'acides nucleiques qui aboutissent ^ la formation d'un ADN double brin ou d'un 
heteroduplex de type ADN/ARN sont obtenues soft dans un r§acleur en milieu liquide 
soit. plus generalement. sur un support qui peut Stre une membrane hydrophobe 
(nitrocellulose ou Nylon® par exemple) ou une lame de veme acliv6 pour pennettre la 
fixation des sondes d'ADN simple brin ou double brin (qui, dans ce dernier cas. sera 
ensuite denature pour pemietlre I'hybridation). Les sequences d'ADN d6pos6es qui 
servent de sondes pour I'hybridation de molecules d'ADN ou d'ARN qui leur sont 
30 complementaires. peuvent Stre tongues et ce sont alors des sequences d'ADN 
genomique. generalement amplifiees par PGR ou. plus souvent. d'ADNc (ADN 
compiementaire) d'ARNm ; dans ce dernier cas. elles proviennent de banques d'ADNc 
d'origines diverses et se pr6sentent sous fbnne d'ADN double brin. Les sequences 
d'ADN peuvent 6galement etre sous fomie d'ADN simple brin ; dans ce dernier cas. il 
35 s'agira. le plus souvent. d'oligodesoxyribonudeotldes longs (60 a 80 bases) ou courts 
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(environ 20 bases ou moins). Plus les oligod6soxyribonucleotides sont courts, plus ils 
pemnettent de discriminer des sequences qui different ne fut-ce que d'un seul 
nucI6otide. Dependant, cette discrimination n'est possible que si la temperature de 
fusion Tm (Tm pour "melting temperature") des sequences a hybrider est tres voisine 
5 ou identique. 

En effet, s'il est possible par les methodes de la seconde cat§gorie de mettre 
en evidence une difference de sequence portant sur un seul nucleotide, il est 
necessaire pour cela que les conditions d'liybridation (concentration en sels et 
temperature essentiellement) soient suffisamment strictes pour qu'un seul 
10 mesappariement de base empeche Thybridation entre la sonde et Tacide nucl6ique 
cible. Lorsque ces conditions sont r6unies, seule la sonde de sequence exactement 
compl§mentaire s'hybride k Tacide nucl6ique cible qui peut etre de TADN ou de TARN 
simple brin de sequence recherch^e. Pour cela, la sonde doit etre de sequence 
suffisamment longue pour pennettre une hybridation a la fois stable et sp6cifique mais, 
15 aussi, suffisamment courte pour autoriser une discrimination entre des populations 
d'acide nuclelque (ADN ou ARN) qui pr6senteraient entre elles une diff6rence de 
sequence d*un seul nucleotide. 

Toutes choses 6tant 6gales par ailleurs, la temperature ^ laquelle est obtenue 
rhybridation specifique depend essentiellement de la composition en bases des 
20 sequences a apparier, adenine, thymine (ou uracile), guanine et cytosine presentee 
sous forme de d6soxyribonucleoside monophosphate dans TADN et de ribonucl§oside 
monophosphate dans TARN (ruracile remplagant alors la thymine), relies entre eux par 
des liaisons 3 -5 -phosphodiesters. On utilisera les abr6viations dA, dT, dG et dC pour 
d6soxyadenosine, desoxytiiymidine, desoxyguanoslne et desoxycytidine 
25 monophosphates, respectivement, et A, U, G et C pour adenosine, uridine, guanosine 
et cytidine monophosphates, respectivement. Plus ces sequences sont riches en 
guanines et cytosines, plus la temperature qui permet d'obtenir une hybridation 
specifique est elev6e, en ralson de la formation de trois liaisons hydrogdnes entre ces 
deux bases appari6es, centre deux seulement entre les adenines et thymines (ou 
30 uraciles) appari§es. Cependant, la position relative de ces bases a Pinterieur des 
sequences appariSes Joue aussi un rdle dans la stability de la double helioe d'ADN ou 
de Phet6rodup!ex ADN/ARN, en ralson des interactions hydrophobes que contractent 
entre eux certains atomes de carbone des plateaux des bases puriques et 
pyrimidiques empil§es. Par consequent, du pourcentage en adenines et thymines (ou 
35 uraciles), ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement appariees mais, aussi, de 
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la position relative de ces bases appari6es dans une sequence donnee. depend la 
temperature qui permet d'obtenir une tiybridation sp6cifique done une discrimination 
entre deux sequences qui ne different, entre elles, que d'une seule base. 

La temperature qui permet une hybridation sp6cifique peut etre calcul6e de 
5 fagon approximative selon plusieurs formules qui tiennent compte de la longueur des 
sequences ^ apparier. ainsi que de leur composition en bases (voir en particulier 
Wallace et al.. Nucleic Acids Res. 1979. 6(11):3543.3557 pour le calcul de la Tm selon 
la regie de Wallace, ainsi que Breslauer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1986, 
83(11):3746-3750 pour le calcul de la Tm par la m^thode du plus proche voisin). 
10 Cependant, aucune m^thode de calcul ne pemiet de detenniner de fagon precise la 
Tm d'un ADN double brin qui contient des dl puisque, dans toutes les formules 
actuellement propos§es, l'6nergie d'appariement entre dl, d'une part et dA. dG. ou dT. 
d'autre part, est consid6ree comme identique, ce qui est inexact (voir ci-dessous). 
Cette temperature peut 6galement §tre determin6e experimentalement par mesure de 
I'effet hyperchrome de I'ADN en fonction de la temperature. Pour cela la densit§ 
optique de I'ADN double brin est mesuree a 260 nm, en continu. en foncUon de la 
temperature. Enti^rement sous fornie simple brin. I'ADN absorbe ^ 260 nm environ 1.4 
fois plus que sous forme double brin. La temperature a laquelle I'ADN est. pour moiti6, 
sous fornie double brin et. pour moiti§. sous forme simple brin est la temperature de 
fusion ou Tm. La Tm est mesuree au point d'Inflexion de la courbe de d6naturation 
themiique de I'ADN qui repr6sente la valeur de la densitS optique mesur§e h 260 nm 
en fonction de la temperature. Cette Tm est d'autant plus 6lev6e que le nombre de 
guanines et cytosines appariees est Important, dans une sequence donn6e. Elle 
caracterise done une sequence d'ADN double brin de longueur donnee selon sa 

25 composition en bases. 

Detenniner la temperature optlmale d'hybridatlon pour assurer une 
discrimination entre deux sequences qui ne different que d'un seul nucleotide et. d 
plus forte raison. de plusieurs nucleotides, est als6. k condition que les sequences d 
apparier soient relatlvement courtes. 

30 Cependant, une hybridation specifique entre plusieurs sondes et autant de 

molecules d'adde nucieique (ADN ou ARN) qui ne different entre elles que d'un seul 
nucleotide ou qui presentent des sequences compietement differentes, avec des 
pourcentages differents en adenines et thymines (ou uraciles). ainsi qu'en guanines et 
cytosines respectivement appariees. requiert autant de conditions d'hybridation qu'il y 
35 a de sequences d hybrider. En effet. les conditions qui autorisent une hybridation 
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sp§cifique dependant de la composition en bases des sequences ^ hybrider. les 
temperatures n^cessaires k I'obtention d'iiybridations sp^cifiques seront d'autant plus 
6lev6es qu'augmentera le nombre de guanines et cytosines appariees en 
remplacement d'autant d'ad6nines et thymines (ou uraciles) appariees. 

Par consequent, il n'est pas possible d'obtenir. simultan6ment sur le meme 
support solide. des hybridations sp6cifiques avec des sequences impos6es de petite 
taille car les temperatures qui garantissent la specificite rfhybridation devraient Stre 
difT6rentes pour chaque sequence a hybrider, ce que confinme la detennnination de leur 
Tm. 

Cetle impossibilite reste egalement vraie lorsque I'on desire effectuer ces 
hybridations sp6cifiques avec des sequences impos§es de petite taille en milieu liqulde 
dans un m§me r6acteur. ou encore dans un ensemble de r§acteurs auxquels on 
desire appliquer les m§mes conditions d'hybridations sp§cifiques. en parttculier de 
temperature, comme par exemple un ensemble de cupules disposees sur une mSme 
15 plaque ou une m§me microplaque. 

Ainsi. 11 reste souhaitable de pouvoir disposer aujourd'hui d'une m6thode 
d'analyse permettant de r6aliser des hybridations specifiques entre acides nucl6lques 
de sequences imposees de petite taille. sequences ne diff6rant entre elles que d'un 
seul nucleotide ou sequences compl^tement diff6rentes. autorisant des hybridations 
qui aboutissent ^ la fomiation de duplex pr§sentant des pourcentages diff6rents en 
adenines et thymines (ou uraciles). ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement 
appari6es. ceci simultanement sur un m%me support solide, ou encore en phase 
liqulde dans un meme reacteur ou dans un ensemble de r6acteurs auxquels on desire 
appliquer les mgmes conditions d'hybridation sp6cifique, en parOculier de temperature. 
25 Ceci est justement I'objet de la pr§sente invention. 

Le probieme. dont la solution est apport6e par la pr6sente Invention, est de 
pouvoir d6finir un ensemble de sondes nucl6iques dont on pounra disposer et dont la 
composition en nucleotides pemnet d'obtenir des conditions simllalres d'hybridation 
pour cet ensemble de sondes, telles que ces sondes soient susceptlbles de s'hybrider 
de fagon specifique d des acides nucteiques dbles de type ADN et/ou ARN de 
sequence impos6e. quel que soit leur pourcentage relatif en adenines et thymines, 
ainsi qu'en guanines et cytosines. 

Pour homogeneiser la temperature d'hybridation de toutes les sondes avec des 
acides nudeiques dbles (ADN ou ARN) de sequence imposee. tout en gardant une 
35 specffidte absolue d'hybridation. quel que soit le pourcentage relatif en adenines et 
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thymines, ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement appari§es. il est propose 
id d'utiliser des sondes courtes qui poss^dent des desoxyinosines (dl) au lieu de (dG) 
ced non seulement pour assurer un appariement spedfique avec des dC ou des C. 
mais 6galement pour assurer cet appariement sp6dfique avec des dC ou des C par 
5 I'intenn^diaire de deux liaisons hydrog§nes. k la place des trois liaisons hydrog^nes 
form^es entre dG et dC ou dG et C. 

Le nombre et la position des dl qui remplacent les dG dans les sequences des 
sondes impos6es sont detemiines de fagon k ce que les sequences des sondes 
impos6es ainsi modifi6es pr§sentent entre elles un contenu similaire, de preference 
10 egal. en guanines et cytosines, I'hybridation de ces sondes modlfi6es aboutissant ainsi 
k la fonnatlon de duplex ADN/ADN ou d'heteroduplex ADN/ARN dont les Tm sont 
suffisamment voisines pour autoriser des conditions d'hybridation sp6cifique 
identiques pour chacune de ces sondes. 

Le nombre et la position des dl qui remplacent les dG seront en parHculler 
15 d6temiin§s par le nombre et la position a I'int^rieur de la sequence d'une sonde 
donn^e, des appariements entre dG et dC ou dG et C, qui remplacent des 
appariements entre dA et dT ou dA et U d'une autre sequence sonde donnee. 

Par la solution proposee id, la dl n'est pas utilis^e en tant que nucleotide 
susceptible de s'apparier aussi blen avec dC qu'avec dA. dG et dT ou. aussi bien avec 
C qu'avec A. G et U. En effet, si la dl est bien susceptible de s'apparier avec ces 
d§soxyribonucl6osides et ribonudeosides. toujours par I'intenn6dlaire de deux liaisons 
hydrog^nes, I'energie d'appariement est tres diff6rente selon les cas. Par ordre 
decrolssant d'energie d'appariement, on aura dl:dC > dl:dA > dl:dG = dl:dT et dl:C > 
dl:A > dl:G = dl:U. De plus, en fonctlon de I'envtronnement de dl, l'6nergle 
25 d'appariement n'est pas strictement identique. selon que cette dl est positlonn6e avant 
ou apres dA, dG, dC, dT ou une autre dl. N§anmolns, dans tous les cas. dl s'apparlera 
toujours mieux avec dC ou C qu'avec dT ou U. ces deux demi^res posslbilltes 
d'hybridation 6tant toujours les molns favorables. Sur les propri6t6s d'appariement de 
dl avec les autres d6soxyribonudeotides. on pourra mais sans s'y limiter. se r§f§rer 
30 aux articles de Case-Green et al. (Nudelc Adds Res.. 1994. 22(2):131-136) et de 
Martin et al. (Nucleic Adds Res.. 1995. 13{24):8927-8938) et aux documents qui y 
sont refSrenc^s. 

Ainsi. sous un premier aspect, la presente invention a pour objet une m6thode 
d'analyse d'un §chantillon contenant un polynud6otide dble (a I'int^rieur d'une 
35 md§cule d'ADN ou d'ARN) et/ou Tun de ses variants, ledit variant comprenant une ou 
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plusleurs substitutions de base par rapport audit polynucleotide cible. ladite methode 
comprenant les 6tapes suivantes : 

a) la mise a disposition de l'6chantillon contenant ledit polynucleotide cible, ou 
run de ses variants, et d'au moins deux oligod§soxyribonucleotides differents, ci-apres 
5 d6sign§s par le terme g6neral de "sondes", ces demi^res §tant disposees soit de 
manifere distincte sur un support solide. soit contenues dans un meme reacteur. soit 
encore reparties de maniere distincte sur un dispositif comprenant un ensemble de 
r^acteurs. chacune desdites sondes presentant une sequence susceptible de fonner 
un duplex sp6cifique avec le polynucleotide cible ou I'un de ses variants attendus ; 
10 b) I'incubation dudit polynucleotide cible. ou I'un de ses variants, avec lesdites 

sondes dans des conditions d'hybridation specifique. pemiettant d'obtenir la formation 
d'un duplex entre ledit polynucleotide cible ou I'un de ses variants attendus, et une 
desdites sondes, meme si ledit polynucleotide cible et I'un de ses variants attendus ne 
different entre eux que d'un seul nucleotide ; et 
15 c) la detection des duplex fonnes sur ledit support solide. ou encore formes en 

solution dans ledit meme reacteur ou fomnes en solution dans chacun des r6acteurs 
dudit ensemble de reacteurs, 

caracterisee en ce qu'au moins un des nucleotides dG dans au moins une desdites 
sondes, a ete substitue par un nucleotide dl. de telle fagon que les conditions 
20 d'hybridation specifique permettant d'obtenir la fonnation d'un duplex entre ledit 
polynucleotide cible, ou I'un de ses variants attendus, et une desdites sondes d I'etape 
b) sont identiques pour chacune desdites sondes. 

De preference, I'invention conceme une methode d'analyse selon la pr6sente 
invention, caracterisee en ce que k I'etape a) lesdites au moins deux sondes 
25 differentes sont disposees de maniere distincte sur un support solide, soit contenues 
en solution dans un mfime reacteur, soit encore r6partles en solution de maniere 
distincte sur un dispositif comprenant un ensemble de mimes r6acteurs. et en ce qu'i 
retape c). respectivement. les duplex form6s sont d6tect6s sur le support solide. les 
duplex formes en solution sont detect6s dans ledit m§me r6acteur (ou partir d'une 
30 aliquote contenue dans ce mSme reacteur) ou dans chacun des r6acteurs dudit 
ensemble de mSme reacteurs. 

Par ensemble de reacteurs, on entend designer dans la pr6sente description, 
un ensemble de reacteurs. de preference de mimes reacteurs. de preference encore 
regroupes dans un ou. suivant le nombre de reacteurs. dans plusleurs m§mes 
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dispositifs. et ou les m§mes conditions d'Inybridation seront appliques pour chacun des 

r^cteurs de cat ensemble. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6, lorsque le nombre de reacteurs est 
superieur a un. le nombre de reacteurs est 6gal au nombre desdites sondes 
S differentes. 

De preference encore, cet ensemble de reacteurs poun-a se presenter, suivant 
la tallle et/ou le nombre des reacteurs, sous la fonne d'une ou plusieurs m§mes 
plaques ou microplaques sur lesquelles seront disposees des conteneurs, cupules ou 
puits dans lesquels I'incubation dudit polynucleotide cible. ou Tun de ses variants, avec 
10 lesdites sondes sera effectuee en milieu liquide. 

Sous ce premier aspect, la pr6sente invention a pour objet particulier une 
m6thode d'analyse d'un echantillon contenant un polynucleotide cible et/ou Tun de ses 
variants, ledit variant comprenant une ou plusieurs substitutions de base par rapport 
audit polynucleotide cible. ladite m6tiiode comprenant les etapes suivantes : 
15 a) la mise a disposition de I'echantillon contenant ledit polynucleotide cible, ou 

run de ses variants, et d'au moins deux oligodesoxyribonucleotides differents, ci-aprds 
designes par le temie general de "sondes", ces dernieres etant disposees de mani^re 
distincte sur un support solide. chacune desdites sondes presentant une sequence 
susceptible de fornier un duplex specifique avec le polynucleotide cible ou I'un de ses 

20 variants attendus ; 

b) I'incubation dudit polynucleotide cible, ou I'un de ses variants, avec lesdites 
sondes dans des conditions d'hybridation specifique, pennettant d'obtenir la fomnatlon 
d'un duplex entre ledit polynucleotide cible, ou Tun de ses variants attendus. et une 
desdites sondes, m§me si ledit polynucleotide cible et I'un de ses variants attendus ne 

25 different entre eux que d'un seul nucleotide ; et 

c) la detection des duplex fonnes sur le support solide, 

caracterisee en ce qu'au moins un des nucleotides dG dans au moins une desdites 
sondes, a ete substitu6 par un nucleotide dl, de telle fagon que les conditions 
d'hybridation specifique pennettant d'obtenir la formation d'un duplex entre ledit 

30 polynucleotide cible. ou I'un de ses variants attendus. et une desdites sondes ^ I'etape 
b) sont identiques pour chacune desdites sondes. 

Par aclde nucieique. sonde nuclelque. sequence nucieique ou d'adde 
nucieique. polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynucleotide, sequence 
nucieotidique. sequence polynucieotidlque et, en absence d'autre precision, on entend 

35 designer ici un enchaTnement precis de nucleotides, modifies ou non. pemnettant de 
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d6finir un fragment ou une region d'un acide nucl§ique, comportant ou non des 
nud§otides autres que dA. dT. dG. dC ou A. U. G et C. et pouvant correspondre aussi 
bien ^ un ADN double brin ou un ADN simple brin qu'^ des produits de transcription 

desdits ADN tels que des ARN. 
5 Par sonde, on entendra designer ici un oligodesoxyribonucl6otide utilise en tant 

que sonde. 

Par sondes de petite taille. on entendra d6signer ici des sondes dont la taille 
est sufRsamment courte pour permettre Thybridation specifique et la discrimination 
entre deux polynucleotides cibles differents, meme si cette difference ne porte que sur 
10 une base. De preference, ces sondes presenteront une longueur inf^rieure § 40 
nucleotides et. de fagon encore plus preferee, inferieure a 35. 30, 25, 24, 23, 22. 21 
nucleotides. De preference encore, lesdites sondes comprendront. au moins, 10 
nucleotides et, de fagon encore plus prefer6e. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19 ou 20 
nucleotides. 

Par oligonucleotide cible on entendra designer ici un oligonucleotide que Ton 
cherche ^ detecter et/ou identifier et/ou quantifier dans un 6chantillon, cecl par 
opposition au temie de sonde, oligonucleotide cible gen6ralement derive d'une partle 
integrante d'un ADN ou d'un ARN extrait d'un preievement blologlque. de tissu. de 
cellules ou de microorganismes tels que des bacteries, levures, champignons, algues 

20 ou encore de virus ou phages. 

Par oligonucleotide cible derive d'un ADN ou d'un ARN. on entendra designer 
ici un oligonucleotide (ADN simple brin ou ARN simple brin) dont la sequence est 
identique ou compiementaire a 100 % de la sequence dudit ADN, ou dudit ARN. ou de 
la sequence d'un de leurs fragments. 

Par variant ou variant attendu d'un oligonucleotide cible, on entendra designer 
Ici un oligonucleotide dont la sequence comporte une ou plusieurs substitutions de 
base par rapport audit oligonucleotide dble, variant dont on cherche ^ detecter et/ou 
Identifier et/ou quantifier la presence dans un echantillon. 

Par duplex, on entend designer dans la pr6sente description un adde nudeique 
double brin i^sultant de I'hybridation spedfique entre deux brins d'ADN 
compiementalres. strictement ou non (homoduplex ADN/ADN) ou entre un brin d'ADN 
et un brin d'ARN qui lul est compiementaire. strictement ou non (het6roduplex 
ADN/ARN). Dans la presente description, seuls les nucleotides dC ou C seront 
consideres comme 6tant compiementalres de dl. 



25 
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Par Edition de I'ARN ("RNA editing") ou. plus simpiement, par Edition, on 
entend designer dans la prteente description, la d6samination des adenosines (A) en 
Inosines (I), a I'int^rieur d'une sequence d'ARN, par des adenosines desaminases dont 
I'activite depend de I'ARN double brin ; ces adenosines desaminases sont des ADAR 
5 ("adenosine deaminase RNA-dependenf ) selon que I'ARN cible est un ARNm. ou bien 
des ADAT ("adenosine deaminase tRNA-dependenf ) selon que les ARN cibles sont 
des ARNt (pour revue, voir Maas et al. BioEssays, 2000. 22(9), 790-802. ainsi que 
Reenan, TRENDS in Genetics. 2001. 17(2). 53-56, ainsi que Gerber et al. TRENDS in 
Biochemical Sciences, 2001, 26(6). 376-384. ainsi que Baas. Ann. Rev. Biochem. 
10 2002, 71 ,817-846, avec les articles qui y sont references). 

Par ARN edit§. on entend designer dans la pr^sente description, toute 
sequence d'ARN dont, au moins, une adenosine a et§ desaminee en inosine par une 
adenosine desaminase. 

Dans un mode de realisation prefere, le nombre et la localisation des 
15 substitutions de nucleotide dG par un nucleotide dl sur lesdites sondes sont 
detennines de maniere ^ ce que les temperatures de fusion (Tm) des duplex pouvant 
etre fomies entre une desdites sondes et ledit polynucleotide cible, ou I'un de ses 
variants attendus. sont identiques ou sufflsamment proches pour permettre I'obtention 
desdits duplex par hybridation specifique dans les mSmes conditions d'hybridation 
20 pour chacune desdites sondes. De preference, les ecarts maximum des Tm entre 
lesdits duplex seront. au maximum, de 10X et, de fagon encore plus pr6f6r6e, de 9, 8. 
7, 6, B'C ou moins. 

Les methodes pemiettant de mesurer les Tm d'ADN double brin sont 
andennes et bien connues de I'homme de I'art. Elles ne seront pas d6velopp6es id 
25 mais on peut citer pour memoire Lehman et al. (J. Chem. Phys. 1968, 4(7):3170- 
3179). Crothers (Biopolymers, 1968. 6(10):1391-1404) et, pour revue, Lazuriln et al. 
(Biopolymers, 1970, 9(11):1253-1306). 

Dans un mode de realisation egalement pr6fer6, le nombre et la localisation 
des substitutions de nudeotide dG par un nud6otide dl sur lesdites sondes sont 
30 detemiines de maniere k ce que le nombre de dG restants susceptibles de s'apparler 
a dC ou a C dans lesdits duplex est, de preference. Identlque ou peu different pour 
chacune desdites sondes. De preference encore, la difference entre le nombre de dG 
restants susceptibles de s'apparier kdCouinC dans lesdits duplex, est Inferieure d 
10% de la longueur total dudK duplex. 
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Dans un mode de realisation 6galement prefere, ledit polynucleotide cibie ou 
run de ses variants attendus est de type ADN simple brin ou ARN simple brin. 

Dans un mode de realisation egalement pr6fere, lesdites sondes comprennent 
un petit nombre de bases, de preference 30 bases ou moins de 30 bases, de mani^re 
5 pref6r§e 25 bases ou moins de 25 bases, de mani^re encore plus pr6fer§e 20 bases 

ou moins de 20 bases. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, lesdites sondes et lesdits 
polynucleotides cibles, ou I'un de leurs variants attendus, mettent en jeu un nombre 
identique de bases ou un nombre de bases differant d'une unite ou, au plus, de 10 %. 
10 Dans un mode de realisation egalement prefere, ledit polynucleotide cible, ou 

run de ses variants attendus, est pr6alablement marque par un marqueur capable 
d'engendrer, directement ou indirectement un signal detectable, de preference 
detectable par fluorescence ou par mesure de radioactivite lorsque lesdites sondes 
sont disposees sur un support solide. 

Par exemple, lesdits marqueurs lorsqu'ils sont fluorescents peuvent dtre cholsis 
parmi des fluorochromes. notamment derives de la cyanine, tels que les fluorochromes 
Cy5 ou Cy3. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, Tappariement specifique de la 
sonde avec ledit polynucleotide cible est mis en evidence grSce i Putilisation d'un 
20 compose susceptible d'etre detecte par transfert d'energie moieculaire, notamment par 
transfert d'energie de fluorescence (denomme « FRET » pour "fluorescence 
resonance energy transfer"). 

Par la technique « FRET », I'appariement specifique de la sonde avec ledit 
polynucleotide cible ou Tun de ses variants pourra. par exemple. §tre rev6ie par un 
25 couple de fluorophores. le premier fluorophore 6tant soit accepteur soit donneur de 
photons et situe en 5' ou en 3" de la sonde, le second fluorophore 6tant alors 
respectivement soit donneur soit accepteur de photons, et poslBonne respecHvement 
en 3' ou en 5' d'une seconde sonde ; cette seoonde sonde est d6flnle telle qu'elle 
puisse s'hybrider de fagon striclement Identique ^ une sequence Identique et 
30 adjacente auxdits polynucleotides clbles, et telle que le second fluorophore. donneur 
ou accepteur de photon, soit posltionn6 di distance suffisamment proche du premier 
fluorophore, pour assurer le transfert d'§nergie du fluorophore donneur au florophore 
accepteur. 

Dans les m6thodes d'analyse ou proc6d6s de rinvention. les marqueurs et les 
35 techniques permettant de detecter et/ou de quantifier la presence de duplex fonn6s 
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sur un support solide revetu de sondes, ou form6s en phase homogfene liquide sont 
bien connus de Thomme de I'art et ne seront pas d§veloppes ici. 

Pour les systemes de marqueurs pemiettant la detection d'une hybridation 
entre deux polynucleotides en phase liquide homog^ne par transfert d'energie 
5 moleculaire, notamment par « FRET », on poun-a par exemple. mais sans s'y limiter, 
se r6f6rer a Tarade de Livak et al. (PGR Methods Appl. 1995, 4:357-362) et au 
document brevet US 6,117,637 et aux documents qui y sont references. 

Dans un mode de realisation encore pr6f6r6, ledit support solide est un support 
solide pouvant §tre. le cas echeant, active ou fonctionnalis6 pour assurer une fixation 
10 covalente desdites sondes, notamment choisis panni les supports solides en ven-e, en 
plastique, en Nylon®, en silicone, en silicium, ou encore en polyoses ou poly(h6tero- 
oses). tel que la cellulose, de pr6f6rence en verre, ce dernier pouvant §tre silanis6. 

Dans un mode de realisation 6galement pr6f§re, lesdites sondes poun-ont Stre 
fonctionnalis6es ^ I'aide d'une fonction capable de r^agir avec ledit support solide pour 
15 former une liaison covalente avec ledit support, ce dernier pouvant §tre active, 
fonctionnalis§ ou encore muni d'un agent espaceur. 

Dans un mode de realisation 6galement pr§f6re, ledit 6chantillon d analyser 
contient ledit polynucleotide cible et I'un au moins de ses variants attendus. 

Dans un mode de realisation egalement prefer§, le nombre desdites sondes 
differentes est au moins §gal § 3, 4, 5, 6 7, 8. 9. 10. 15. 20 el 25 ou encore au moins 
egal au nombre de variants attendus dudit polynucl6ollde cible dont I'un au moins est 
susceptible d'etre present dans ledit §chantillon ^ analyser, ledit nombre de variants 

etant au moins egal k 2. 

Dans un mode de realisation egalement prefer6. le nombre desdites sondes 
25 dont au moins un des nucleotides dG a 6te substitue par un nucleotide dl est au moins 
egal ^ 2. de preference li 3, 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 15 ou encore au nombre de variants 
attendus dudit polynucleotide cible comportant un nucleotide dC ou C ^ la place d'un 
autre nucleotide present dans ledit polynucleotide cible. 

Sous un autre aspect, la presente Invention a pour objet un jeu d'au moins 
30 deux sondes ollgodesoxyribonucieotidiques differentes. caracteris6 en ce qu'au molns 
un des nucleotides dG sur au moins une desdites sondes a et6 substitue par un 
nucleotide dl. de telle fagon que les conditions d'hybridation sont identlques pour 
chacune desdites sondes, ces deml6res contenant une sequence susceptible de 
former un duplex spedfique avec un polynucleotide cible, ou I'un de ses variants. 



20 
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De preference, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'invention est 
caract6ris§ en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl sur lesdites sondes sont determines de maniere ^ ce que les Tm 
des duplex pouvant &tre formes avec chacune desdites sondes sont identiques ou 
sufRsamment proches pour pemiettre I'obtentlon desdits duplex par hybridation 
speclflque dans les m§mes conditions d'hybridation pour chacune desdites sondes. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
rinvention est caracterise en ce que le nombre et la localisation des substitutions de 
nucleotide dG par un nucleotide dl sur lesdites sondes sont determines de maniere ^ 
ce que le nombre de dG restarts susceptibles de s'apparier a dC ou e C dans lesdits 
duplex est identlque ou peu different pour chacune desdites sondes. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
rinvention est caracterise en ce que lesdites sondes sont de type ADN monocatenaire. 
De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
15 I'invention est caracterise en ce que lesdites sondes comprennent un petit nombre de 
bases, de preference 30 bases ou moins de 30 bases, de maniere preferee 25 bases 
ou moins de 25 bases, de maniere encore plus preferee 20 bases ou moins de 20 
bases. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
20 I'invention est caracterise en ce que lesdites sondes mettent en jeu un nombre 
identique de bases ou differant d'une unite ou, au plus, de 10 %. 

Dans un mode de realisation egalement prefere. le nombre desdites sondes 
differentes est au moins egal a 3, 5, 7, 10, 15, 20 et 25 ou encore au moins 6gal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide dble dont I'un au moins est 
25 susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser, ledit nombre de variants 

etant au moins egal a 2. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 

I'invention est caracterise en ce que le nombre desdites sondes dont au moins un des 

nucleotides dG a ete substitu6 par un nucleotide dl est au moins 6gal ^ 2. de 
30 preference e 3, 4, 5, 6, 7, 8. 9, 10, 15 ou encore au nombre de variants attendus dudit 

polynucleotide cible comportant un nucleotide dC ou C e la place d'un autre nucleotide 

present dans ledit polynucleotide cible. 

Sous un aspect particuli6rement pr6fer6, la presente invention a pour objet un 

jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'invention, caracterise en ce que ledit 
35 jeu est constitue ou comprend un ensemble de sondes pemnettant de detecter et/ou 
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de quantifier dans un echantillon, la presence d'un oligonucleotide cible et un 
ensemble de ses variants attendus. 

De preference, ledit oligonucleotide cible est d§riv6 d'un fragment de gene 
susceptible de comporter - ou dont le produit de transcription est susceptible de 
5 comporter - au moins une substitution de base dans la sequence dont derive ledit 

oligonucleotide cible. 

De preference encore, ledit oligonucleotide cible est derive d'un fragment 
d'ARNm susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence de ce 
fragment. 

10 De maniere encore plus preferee. ledit oligonucleotide cible est derive d'un 

fragment d'ARNm d'un recepteur membranaire de cellule eucaryote, notamment de 
mammifere. Incluant le recepteur de la serotonine 5-HT2C (5-HT2C-R) ou la sous-unite 
B du recepteur du glutamate (GluR-B), le S-HTac-R 6tanl le plus prefer6. 

Dans un mode de realisation egalement pr6fer6, la presente Invention a pour 
15 objet un jeu d'au moins deux sondes diff6rentes selon I'invention. caract6ris§ en ce 
que ledit jeu est oonstltu6 d'un ou comprend un ensemble de sondes distlnctes 
permetlant de detecter et/ou de quantifier dans un echantillon, la presence potentielle 
de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment d'ARNm, 6dite et non 6dit6. 

Dans un mode de realisation parttculierement pref6r6. la presente Invention a 
20 pour objet un jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'invention. caract6ris6 en 
ce que ledit jeu est constltue d'un ou comprend au moins un ensemble de sondes 
distinctes pennetlant de detecter et/ou de quantifier dans un echantillon. la presence 
potentielle du polynucleotide cible derive du fi^gment d'ARNm non edite et de tout 
polynucleotide cible d6riv6 d'un fragment d'ARNm dont I'edition peut entrainer une 
25 modification de la sequence d'acides amines de la proteine qui est le produit de 
traduction de I'ARNm non 6dit6. 

Dans un mode de realisation encore plus prefere. la presente invention a pour 
objet un jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'invention. caracterise en ce 
que ledit jeu est constitu6 d'un ou comprend un ensemble de trente-deux sondes 
30 distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un echantillon tout 
oligonucleotide dble derive d'un fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'- 
AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm. edite ou non edite, du 5-HT2C-R- 
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Dans ce cas particulier, on entend designer par "tout oligonucleotide cible 
d6riv6 d'un fragment de I'ARNm du S-HTzc-R. ledit fragment comprenant la sequence 
SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm edit§ ou non 6dit6" : 

- n'importe lequel des digonucI§otides de {'ensemble des oligonucleotides 
5 constitu§ par les trente-deux ARN anfisens, c'est-^-dire complementaires ^ 100 % du 
fragment de I'ARNm du S-HTac-R, tedit fragment comprenant la sequence SEQ ID 
No. 33 et dans laquelle SEQ ID No. 33. cheque nucteoUde A connespondant d un site 
d'6ditlon (nucleotides en position 1,3, 7, 8, ou 13 de la SEQ ID No. 33) peut Stre edit6 
ou non ; ou 

10 - n'importe lequel des oligonucleotides de I'ensemble des ol^onucl6otides 

constitue par les trente-deux ADN, c'est-§i-dire complementaires k 100 % du fragment 
de I'ARNm du 5-HT2C-R. ledt fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 et 
dans laquelle SEQ ID No. 33, chaque nucleotides A con-espondant ^ un site d'edition 
(nucleotides en position 1,3, 7, 8, ou 13 de SEQ ID No. 33) peut Stre 6dite ou non. 

15 Dans un mode de realisation encore plus prefer6. la presente Invention a pour 

objet un jeu d'au molns deux sondes differentes selon I'invention, caracterise en ce 
que ledit jeu est constitue ou comprend les ensembles de sondes suivants : 

- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence comprenant les sequences 
des fragments du nucleotide 3 au nucleotide 15 des SEQ ID Nos. 1 ^ 32, les parties de 

20 ces sondes situees en dehors dudit fragment du nucleotide 3 au nucleotide 15 6tant 
identiques aux parties connespondantes (en ADN) de I'ARNm du 5-HT2C-R > 

- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence SEQ ID Nos. 1 k 32. 

Sous un autre aspect, la presents invention a pour objet une biopuce 
comprenant un jeu d'au moins deux sondes differentes selon la pr6sente Invention, 
25 deposees sur un m§me support solide, ledit support solide pouvant etre, le cas 
echeant, active ou fonctionnalise pour assurer une fixation covalente desdites sondes, 
et notamment dioisi parnil les supports solides tels que decrits ci-avant. 

Sous un autre aspect, la pr6sente invention a pour objet un reacteur 
comprenant en solution un jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'a presente 
30 Invention. 

Sous un autre aspect, la pr6sente invention a pour objet un dispositif, 
notamment une plaque ou une microplaque, constitue d'au moins deux conteneurs ou 
cupules, ledit dispositif comprenant un jeu d'au moins deux sondes differentes selon la 
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pr§sente Invention, chacun des conteneurs ou cupules contenant une desdites 
sondes. 

De preference. la pr§sente invention conceme une biopuce dans laquelle 
lesdites sondes sont fix6es sur ledit support sollde, notamment par liaison covalente. 
5 Sous un autre aspect, la pr^sente invention a pour objet une trousse de reactifs 

pour la detection, I'analyse qualitative ou quantitative d'acides nucleiques cibles dans 
un echantillon, caract6rise en ce qu'elle comprend un jeu d'au molns deux sondes 
diff6rentes selon la presents invention et/ou une biopuce selon I'invention. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention a pour objet un proc6d§ 
10 pour la detection et/ou la quantification d'oligonucl6otides cibles dans un 6chantillon, 
caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le d6p6t de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche ^ d6tecter la presence sur une biopuce selon I'invention, ou encore dans 
chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon I'invention. dans les conditions 

15 pennettant Thybridation specifique desdits oligonucleotides cibles avec lesdites 
sondes ; 

b) le cas §cheant, le ringage de la biopuce obtenue ^ l'6tape a) dans les 
conditions pennettant reiimination des acides nucl§iques de r6chantillon non captures 
par hybridation ; et 

20 c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 

chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente invention comprend 6galement un precede pour la detection et/ou 

la quantification d'oligonudeotldes cibles dans un echantillon. ledit oligonucleotide 

cible etant derive d'un fragment d'ARNm susceptible de comporter au moins un site 
25 d'edition dans la sequence du flragment dont derive ledit oligonucleotide cible, 

caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le dep6t de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherdie ^ detecter la pr^ence sur une biopuce revStue d'un jeu de sondes selon 
I'invention, ou encore dans chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon 

30 I'invention, dans les conditions pennettant I'hybridation specifique desdits 
oligonucleotides cibles avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le ringage de la biopuce obtenue ^ retape a) dans les 
conditions permettant reilmination des acides nudeiques de I'echantillon non captures 
par hybridation ; et 
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c) la detection et/ou la quantification des oligonucl§otides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente invention comprend 6galement un procede pour la detection et/ou 
la quantification de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment d'ARNm susceptible 
5 de comporter au moins un site d'edition dans la sequence du fragment dont derive 
ledit oligonucleotide cible. caract6ris6 en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

a) le d§pot de I'echantlllon contenant lesdits oligonuol6otldes cibles dont on 
ctierche a detecter la presence, 

- soit sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon I'inventlon. ou encore 
10 - soit dans chacun des conteneurs ou cupules du disposltif selon I'lnvention, 
notamment dans chacune des cupules d'une microplaque. constitu6 d'au molns deux 
cupules, ladite microplaque comprenant un jeu de sondes selon la presente Invention, 
chacune des cupules contenant une seule desdites sondes. 

dans les conditions pennettant rhybridation specifique desdits oligonucleotides cibles 
15 avec lesdites sondes, ledit jeu de sondes 6tant constitu6 d'un ou comprenant un 
ensemble de sondes distinctes capable de d6tecter et/ou de quantifier dans un 
echantillon la presence potentielle de tout oligonucleotide cible derive d'un firagment 
d'ARNm. edite et non edite ; 

b) le cas echeant, le ringage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
20 conditions pemiettant I'eiimlnation des acldes nucieiques de rechantillon non captures 

par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente Invention comprend egalement un procede pour la detection et/ou 
25 la quantification de tout oligonucleotide cible present dans un echantillon et derive d'un 
fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm edite ou non edite. du S-HTac-R. caracterise en ce qu'il comprend les 6tapes 
suivantes : 

a) le dep6t de rechantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
30 cherche ^ detecter la presence, 

- soit sur une biopuce revetue d'un jeu constitue d'un ou comprenant I'ensemble de 
trente-deux sondes distinctes selon llnvention, ou encore 

- soit dans chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon I'lnvention. ce 
dispositif comprenant un jeu constitue d'un ou comprenant I'ensemble de trente-deux 

35 sondes distinctes selon I'lnvention. notamment dans chacune des cupules d'une 
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microplaque comprenant 32 cupules. chacune de ces cupules contenant une seule 
desdites sondes de I'ensemble de trente-deux sondes, 

rensemble des trente-deux sondes permettant de d^tecter et/ou de quantifier dans un 
echantillon tout oligonucleotide cible d6riv6 d'un fragment de I'ARNm du 5-HT2C-R. 
5 ledit fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5-AUA CGU AAU CCU A-3') 
§dit6 ou non 6dit6. dans les conditions pemiettant rhybridation sp^crfique desdits 
oligonucleotides cibles avec lesdites sondes ; 

b) le cas 6ch§ant, le rin^age de la biopuce obtenue a I'^tape a) dans les 
conditions permettant r61imination des acides nucleiques de I'echantillon non captures 

10 par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation sp6cifique. 

Sous encore un autre aspect, la pr§sente invention comprend 6galement un 
precede de determination, dans un echantillon, du pourcentage de chacune des 
15 fomies editees et non editees de I'ARNm susceptible de comporter au moins un site 
d'6dition. par rapport ^ la quantite totale des fomies d'ARNm editees ou non editees 
presentes dans ledit mdme echantillon (denomme « taux d'edition»). caracterise en ce 
qu'il comprend un precede selon I'lnvention pour la detection et/ou la quantification de 
tout oligonucleotide cible present dans un echantillon et derive d'un fragment de 
I'ARNm susceptible d'&tre edite ou non, et dans lequel precede k la fin de I'etape c) on 
determine pour chacune desdites sondes le rapport exprime en pourcentage entre la 
quantite d'oligonucieotides captures par une sonde et la quantite totale 
d'oligonucieotides captures par I'ensemble des sondes. 

Dans un mode particulierement prefere des precedes ci-avant selon I'inventlon. 
25 les oligonucleotides cibles sont des ARNm antisens ou des ADN compiementalres des 
fragments dudit ARNm edite ou non edite, et lesdites sondes sont des ADN 
correspondant aux sequences du fragment dudit ARNm edite ou non edite. 

Dans un mode egalement prefere des procedes ci-avant selon I'inventlon, 
lesdits fragments dont derivent les oligonucleotides cibles sont des fragments d'acides 
30 nucieiques extraits a partir d'un preievement biologique d'un organlsme eucaryote. 
notamment le mammifere, dont I'dtre humain. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, les oligonucleotides cibles mis 
en oeuvre dans les precedes selon I'lnvention sont prealablement marqu6s par un 
marqueur capable d'engendrer directement ou indlrectement un signal detectable, de 
35 preference fluorescent ou radioactif. 
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Sous encore un autre aspect, la pr6sente invention comprend 6galement 
{'utilisation d'une biopuce ou d'un dispositif selon ('invention comme matrice d'affinit^, 
pour la purificaticn des acides nucl6iques ou pour le s6quengage des acides 
nud^iques. 

5 La presente invention comprend en outre I'utilisation d'une biopuce ou d'un 

dispositif selon I'inventlon pour la detection et/ou I'^tude de polymorphismes 
g^netiques, notamment de SNP ("Single Nucleotide Polymorphism") ou pour I'analyse 
qualitative ou quantitative de {'expression de genes. 

Par exemple, mals sans s'y limiter, on pourra deposer sur les biopuces ou dans 

10 les conteneurs, notamment des cupules des dispositlfs selon {'invention, des sondes 
d'ADN con-espondant ^ un g6ne d'int6r§t connu. Chaque depot poun-a contenlr une 
sonde con-espondant § un g§ne et, d'un dep6t h I'autre. les sondes conrespondront 
audit gene presentant un polymorphisme. 

Les ADN ou ARN g6nomiques, ou ARNm. ou ieurs fragments, du tissu, de la 

15 ce{lu{e ou des microorganismes que {'on souliaite etudier pounont §tre extralts puis 
marques par exemple avec des fluoroctiromes ou avec des compos6s radloactifs ((es 
ADN pourront etre amplifies par PGR et les ARN ou ARNm pourront notamment §tre 
transfomi6s en ADN complementaires (ADNc) par transcription Inverse et, le cas 
6ch§ant. amplifies par les techniques de RT-PCR, ou encore transfonn6s en ARN 

20 antisens). 

Ces ADNc ou ARN antisens seront ensulte d6pos§s sur la b{opuce rev§tue des 
sondes se{on {'invention et, ie cas 6ch§ant, pourront se {ler par hybridation sp6clfique 
avec ces sondes pr6alablement d6pos6es qui leur correspondent. Sera ensulte 
d6tect§e sur chaque dep6t ou dans chaque conteneur. la quantity de signal, 
25 notamment de fluorescence ou de radioactivity, correspondant ainsi d la quantit§ 
d'acides nucl6iques clbles hybrid6s, qui sera notamment proporBonneHe § la quantity 
initlale d'ARNm extralts. si les ADN clbles deposes sont des ADNc compl6mentalres 
d'ARNm r6tro-transcrits. On pouna ainsI mesurer I'activlt6 de transcription de la ce{{u{e 
pour certains genes. 

30 Les applications de ces biopuces ^ ADN ou disposltifs selon I'inventlon sont par 

consequent nombreuses, telles que les §tudes de la transcription, le diagnostic 
(recherche de mutation), la recherche de clbles th6rapeutiques, le g6notypage. 

La pr6sente invention comprend en outre I'utilisation d'une biopuce ou d'un 
dispositif selon I'invention pour la d6termlnation du taux d'ddition d'un ARNm. 
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Les methodes d'analyse par des proc6d6s utilisant des biopuces ou des 
dispositifs selon Tinvention dans des trousses de r^actif salon invention permettent de 
mettre en Evidence une ou plusieurs substitutions de base dans une courte sequence 
d'ADN. Elles permettent 6galement de reveler les polymorphismes d'un seul nucleotide 
5 (SNP). Elles permettent aussi de mesurer le degre d'edition des ARNm, que cetle 
edition soit restreinte ^ un seul site ou qu'elle affecte plusieurs sites dans la meme 
molecule d'ARNm. Autrement dit, elles permettent de reveler tout m6sapparlement. de 
un h plusieurs nucleotides, dans une courte sequence donnee quelle que soit sa 
composition en bases. Par cette caract6ristique. elles pemiettent done de poser le 
10 diagnostic de mutation ponctuelle. comme elles pemiettent de detecter la prteence 
d'agents pathogenes - dont elles permettent le g6notypage - qui peuvent §tre des 
virus, des procaryotes ou des eucaryotes, qui infectent Thomme, les animaux et les 
plantes. Elles permettent aussi I'analyse du transcriptome avec des sondes courtes, 
selon une strat6gie diff§rente de celles utilisees jusqu'ici, puisqu'elle n'impose pas. 
15 entre les diff§rentes sequences, un pourcentage constant en guanines et cytosines 
appariees. Elles permettent enfin d'assurer le genotypage dMndivldus appartenant soft 
a la meme esp6ce. soit k des esp6ces differentes, dans le cadre de la g6nomlque 
comparative. 

Sous un autre aspect, I'invention a pour objet une m6thode SSCP permettant 
20 dans des conditions donn§es d'analyse d'obtenir le profil d'6dition d'un ARNm pouvant 
§tre edit6, a partir d'un 6chantillon de tissu sp6cifique ou d partir d'un 6chantillon d'une 
population de cellules eucaryotes. caract6ris6e en ce qu'elle comprend les 6tapes 
suivantes : 

a) I'extraction des ARN totaux dudit 6chantillon. sulvle le cas 6ch6ant d'une 

25 purification des ARNm ; 

b) la transcription inverse des ARN extraits I'etape a) et la synthase de I'ADN 

double brins ; 

0) I'ampliflcatlon par PGR des ADN obtenus ^ I'etape b) k I'alde d'un couple 
d'amorces speclflques dudit ARNm pouvant Stre 6dit6. ce couple d'amorces 6tant 
30 choisi de manidre k pouvoir amplifier toutes les fornies d'§dltlon potentlellement 
pr6sentes dans I'extrait d'ARN. ces amorces 6tant marqu6es par des fluorophores ; 

d) le cas ech§ant. la purification des prodults de PGR obtenus d I'Stape c) ; 

e) le cas 6ch6ant. la quantification des prodults de PGR obtenus ^ I'etape d) ; 

f) la dissociation des ADN double brins en ADN simple brin, notamment par 
35 chauffage suivi d'un refroidlssement brutal ; 
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g) la separation des ADN simple brin par electrophorese capillaire ; et 

h) robtention du profil de migration 6lectrophoretique des diff§rents ADN simple 
brin. denommee ici « profil d'edition » par lecture de la fluorescence et. le cas 6ch§ant. 
acquisition des donnees du profil par le syst^me Sexploitation associ6 au lecteur en 

i fluorescence. 

Par « m^thode SSCP ». on entendra designer dans la presente description une 
methode fondee sur la mise en evidence de polymorphisme de confonnation de I'ADN 
simple brin (« SSCP » pour « Single Strand Confonnfiational Polymorphism »). 

De preference dans la m6thode SSCP selon Tinvention. le couple d'amorces 
0 utllis6es ^ l'6tape c) est choisi de mani^re k ce que les produits PCR obtenus sont de 
longueur d'au moins 100 bases, de maniere plus pref6r6e d'au moins, 125. 150. 175, 
200. 225 ou 250 bases, cecl afin de pennettre un repliement caract6ristlque de la 
fomie d'6dition de chacun ou des deux brins separes apres I'etape g). 

De preference dans la methode SSCP selon Tinvention. ledit ARNm pouvant 
15 Stre §dlt6 est celui d'un recepteur membranaire, notamment le recepteur 5-HT2C de la 
s6rotonlne (le S-HTac-R) ou celui de sous-unit6 B du r6cepteur du glutamate (GluR-B). 

le 5-HT2C-R 6tant le plus pr6f6r6. 

De preference dans la m§thode SSCP selon Tinventlon. ledll ARNm pouvant 
etre 6dit§ est celui recepteur membranaire 5-HT2C-R et le couple d'amorces est le 
20 couple suivant. de preference marquees par des fluorophores : 

PCR9 TGTCCCTAGCCATTGCTGATATGCT (SEQ ID No. 36) ; et 

PCR10 GCAATCTTCATGATGGCCTTAGTCCG (SEQ ID No. 37). 

Sous un autre aspect. I'invention a pour objet une methode SSCP pennettant 
dans des conditions donnees d'analyse d'obtenir le profil d'6dltlon et le taux d'edition 
d'un ARNm pouvant etre edite. k partir d'un echantillon de tissu sp6clfique ou h partir 
d'un echantillon d'une population de cellules eucaryotes, caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes suivantes : 

a) robtention du profil d'edition par la methode SSCP selon I'invention ci-avant ; 

b) la comparalson du profil obtenu a I'etape a) avec des profils standards 

30 correspondant ^ : 

- des profils caracteristlques obtenus dans ces conditions donnees pour 
chacune des fomies separes editee (ou non) dudit ARNm ; et/ou 
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- des profils caract^ristiques de melanges qualitatlfs et/ou quantitatifs connus 
de chacune de ces formes 6ditees ou non. obtenus dans ces conditions donnees ; 
et/ou 

- a des profils d'6ditlon connus dans ces m§mes conditions donnees, de ce 
5 m§me ARNm pour des patients sains ou pr6sentant des pathologies confirmees, ceci 

pour des extraits d'ARNm desdits tissus sp6cifiques. ou encore pour ladite population 
de cellules eucaryotes. ces demieres ayant 6t§ de pr§ference cultivees dans des 
conditions permettant de contrdler les variations du taux d'§dition dudit ARNm ; 

c) la selection du profit d'edition connu correspondant au profil d'6dition obtenu 

10 ^ r^tape a) ; et 

d) I'association du taux d'ediUon du profil s6lectionn6 a I'etape c) au profil 

d*6dition obtenu a I'etape a). 

Dans ladite methode SSCP selon I'invention ci-avant pemneltant d'obtenir ^ la 
fois le profil d'6dition et le taux d'§dition d'un ARNm. cette mettiode incluant l'6tape a) 
15 d'obtention du profil d'edition par la methode SSCP selon invention, les preferences 
indiqu6es pour la m§thode SSCP (longueur des produits de PGR. ARNm d'un 
r6cepteur membranaire. notamment du S-HTzc-R ou de la sous-unite B du recepteur 
du glutamate (GluR-B). couple d'amorces SEQ ID No. 36 et SEQ ID No. 37 pour 
I'ARNm du S-HTac-R. leur marquage) sont 6galement revendiqu6es ici. 
20 Sous encore un autre aspect, la pr6sente invention comprend egalement une 

m§thode de selection d'un compos6 capable de moduler I'^dition d'un site d'edition 
situfe sur un fragment d'un ARNm present dans une cellule eucaryote. notamment de 
mammiffere. ledit fragment d'ARNm 6dit6 ayant la sequence notee « E » et ledit 
fragment d'ARNm non 6dit6 ayant la sequence not6e «NE». caract6ris6e en ce 
25 qu'elle comprend les 6tapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le g^ne dudit ARNm susceptible d'etre edit§ ; 

B) la mise en evidence de la modulation ou non de I'edition du site d'edition 
dudit ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon d'oligonucleotides cibles 

30 d6riv6s dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdltes cellules obtenues & l'§tape A) par un proc6de selon I'invention pour la 
detection et/ou la quantification d'oligonucleotides cibles dans un Echantillon. ledit 
oligonucleotide cible etant derive d'un fragment d'ARNm susceptible de comporter au 
moins un site d'6dition sur la sequence du fragment dont derive ledit oligonucleotide 
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cible, et dans lequel proc6de au moins deux desdites sondes sont deux ADN 
correspondant, pour I'un k la sequence d'ADN dudit fragment « E » et, pour I'autre. i 
la sequence d'ADN dudit fragment « NE » : 

C) le cas ech6ant, en ce que Ton compare a I'etape c) du proc6d6 ci-avant cit6 
5 g I'etape B) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures au 

niveau de chacune desdites sondes ^ celles obtenues a partir d'une population de 
cellules temoin ; et 

D) la selection de ce compose si celui-ci module r§dition dudit site d'6ditlon. 
Sous cet autre aspect, la pr^sente invention comprend en outre une m6thode 

10 de selection de composes capables de moduler le taux d'6dition d'un fragment 
d'ARNm present dans une cellule eucaryote. notamment de mammif^re, caract6ris6e 
en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compost ^ ^valuer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant ledit ARNm susceptible d'etre edit§ ; 

15 B) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'6ditlon dudit fragment 

d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon d'ollgonucl6otides cibles d6riv6s 
dudit fragment d'ARNm et obtenus h partir d'un extrait d'acides nucl6iques issu 
desdites cellules obtenues h I'etape A) par un proc6d6 selon I'inventlon pour la 
detection et/ou la quantification de tout oligonucleotide cible deriv6 d'un fragment 

20 d'ARNm susceptible de comporter au moins un site d'6dition sur la sequence du 
fragment dont derive ledit oligonucleotide cible ; 

C) la determination ^ la fin de l'§tape c) du proo6d6 cl-avant cit§ a I'Stape B) et 
pour chacune desdites sondes, du taux d'6dition correspondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantit6 d'oligonucteotides captures par une sonde et la quantity 

25 totale d'oligonucl6otides captures par Pensemble des sondes ; 

D) le cas ech6ant, en ce que I'on compare le taux d'6dition obtenu d celuJ 
obtenu pour une population de cellules t6moln ; et 

E) la selection de ce compose s! celui module le taux d'6dition dudit fragment 

d'ARNm. 

30 L'humeur est cette disposition affective de base qui fait osciller I'Sfre humain de 

la joie la plus exfr§me d la douleur la plus profonde. en fonctlon des 6venements et 
des emotions qui commandent ses reponses, en lui pennettant de s'adapter, au 
mieux, d son environnement social, affectif. familial et professionnel. La regulation de 
rhumeur est un processus complexe qui fait Intervenir des neuromedlateurs 

35 appartenant aux trois systemes monoaminerglques. c'est-S-dire noradrenerglque. 
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serotoninergique et dopaminergique. Ces neuromediateurs agissent via des 
r^cepteurs situes dans la membrane plasmique. Lorsque ces recepteurs sent des 
r^cepteurs canaux. la liaison du iigand en module I'activite, alors que lorsqu'ils sent 
couples § des effecteurs intracellulaires. la liaison des mSmes ligands conduira a une 
5 transduction d'un signal h travers la membrane plasmique. Cette transduction du 
signal est la consequence d'un changement de confonnation du r6cepteur a la suite de 
la liaison du ligand k la partie extracellulaire du recepteur. La specificity de la reponse 
de la cellule a ces neuromediateurs depend, d'une part, de la nature du ricepteur et 
done du type d'interaction qu'il va provoquer a I'interieur de la cellule. ^ la suite de son 
10 changement de conformation et, d'autre part, de la nature des cascades de reactions 
biochimiques ainsi induites qui seront propres au type de cellule concem6e. 

II n'existe pas un r6cepteur responsable, a lui seul, de la regulation de 
I'humeur, en reponse ^ un neuromediateur unique, d'autant que I'expresslon des 
genes de ces recepteurs est interconnectee. Cependant, parmi les nouveaux 
15 antidepresseurs dits de seconde generation - lis n'appartiennent nl d la famille des 
antidepresseurs tricycllques. ni ^ celle des inhibiteurs de la mono-amlne-oxydase 
(IMAO) - certains d'entre eux comme la fluvoxamlne (Floxyfiral®). la fluoxetine 
(Prozac®) et la paroxetine (Deroxat®) sont consid6res comme de pulssants et. surtoul. 
specifiques inhibiteurs de la recapture de la s6rotonlne dans la fente synaptique (voir ^ 
ce propos. Goodnick et al. J. Psychopharmacol. 1998. 12(3) (SuppI B) S5-20). 
Autrement dit, les antidepresseurs de cette famille agissent en entratnant une 
augmentation de la concentration de serotonine dans la fente synaptique. forgant ainsi 
une transduction du signal qui serait trop faible. soit par insuffisance de s6rotonlne. 
^ soit par insuffisance des recepteurs de la s6rotononine, en nombre. ou en efflcacite k 

25 transduire le signal. 

La serotonine ou 5 hydroxytryptamine (5-HT) est un neuromediateur qui 
enlratne des effets physiologlques extrgmement varies, par liaison h des recepteurs de 
sous-types differents. La famille 5-HT2 des recepteurs de la serotonine appartient au 
grand groupe des recepteurs sept fois trans-membranaires couples aux proteines G 

30 trimeriques. Cette famille comprend trois sous-types de recepteurs (5-HT2A. 5-HT2B et 
5-HT2C) qui. par rintermediaire de proteines Gq. actlvent une phospholipase Cp. Cette 
demtere, une fois activ6e. hydrolyse des phospholipides membranaires avec. pour 
consequence, une augmentation des concentrations intra-cellulalres des inositol- 
phosphates (InsP) et apparition de diacylglycerol (DAG) qui reste associe k la 
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. membrane plasmique. Les r6cepteurs du sous-type S-HTzc (S-HTac-R) sont presents 
dans le systfeme nerveux central, y oomprls le cortex, le striatum, hypothalamus, le 
bulbe otfactif et le plexus choroide. Le S-HTac-R est tres cerlalnement le ou Tun des 
r6cepteurs de la s6rotonine Impllqu6 dans la rfegulatlon de Thumeur. II apparaTt 
5 6galement impliqu6 dans la perception du d6sir sexuel (voir k ce propos. Lane, J., 
Psychophannacol.. 1997. 11(1):72-82). ainsi que dans la sensation de falm (voir ^ ce 
propos. Bickerdike et al., Diabetes. Obesity and Metabolism. 1999, 1:207-214). Sur la 
classification des r^cepteurs de la serotonine de la famllle 5-HT2 et leur mode de 
transduction du signal, on se referera A Baxter et al. (Trends Phamiacol. Sci.. 1995. 
10 16(3):105-110). ainsi qu'a Roth et al. (Phannacol Ther.. 1998. 79(3):231-257) et aux 
articles qui y sont r6f6renc6s. De m§me. pour la caracterlsatlon phamnacologique des 
r6cepteurs 5-HT2. on se referera ^ Jerman et al. (Eur. J. Phann.. 2001. 414:23-30) et 
aux articles qui y sont r6f6renc§s. Enfin, on trouvera la sequence complete de I'ADNc 
du 5-HT2C-R. la structure de son g§ne et la description des 6pissages alternatifs du 
15 transcrit primaire de ce dernier, dans Xie et al. (Genomics, 1996, 35:551-561), ainsi 
que les sequences con-espondantes dans les banques de donn§es de Gen- 
Bank/EMBL sous le N° U49516 pour I'ADNc et le H' U49648 pour les sequences 

situSes en 5' du gene. 

Confomiement au mode de fonctionnement des r^cepteurs sept fois trans- 
20 membranalres coupl6s aux proteines Gq trlm6riques dont la sous-unite aq active une 
phosphollpase Cp. la stimulation du 5-HT2C-R par 'a s6rotonlne entrains I'hydrolyse du 
phosphatidyl inositol 4,5-blsphosphate (PIP2) en lnositol-1.4.5-trisphosphate (IPS) et 
DAG. Le DAG ainsi produit, active d son tour, une prot6ine kinase C qui conduira § 
une modlfteation de I'expresslon g^nique. par rintemnidiaire d'une cascade de 
25 reactions biochimlques. La sp6cificit6 de cette modification de I'expression genique 
depend du type de cellule concemie. L'IP3 produit par I'hydrolyse du PIP2 est une 
petite mol6cule hydrosoluble qui diffuse rapidement dans le cytosol ou elle entraTne 
une liberation de calcium en provenance du reticulum endoplasmique par interaction 
avec des r^cepteurs canaux. Cette augmentation soudalne de concentration de 
30 calcium intra-cytosolique entraTne une r6ponse cellulaire immediate par modification 
de ractlvit§ de prot6ines dont la presence entraTne la specificite de r6ponse du type de 
cellule concem6e. Deux m6canismes contr6Ient la cessation de la reponse cellulaire 
par abaissement de la concentration du calcium intracytosolique. Le premier est le 
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resultat du pompage du calcium hors du cytosol, principalement hors de la cellule, le 
second est la consequence de Tinactivation rapide de IMPS, principalement par sa 
d^phosphorylation par des phosphatases sp§cifiques. 

L'6tape de d6phosphorylation de nP3 est la cible de cet autre agent 
pham^acologique que sont las sels de lithium, carbonate (Teralithe®) et gluconate 
(Neurolithium®) de lithium. Utilises dans les annees 1850 dans le traitement de la 
goutte. puis a la fin du XlXeme siecle dans le traitement de la mania, tombes dans 
I'oubli jusqu'au milieu du XX6me siecle, les sels de lithium sont d nouveau utilises avec 
un succes remarquable depuis le debut des annees 1970 dans le traitement des 
phases maniaques. en partlculier dans les psychoses manlaco-d^pressives oil lis 
s'averent. de plus, une prophylaxie efficace des rechutes des troubles bipolalres de 
I'humeur. Les sels de lithium inhibent ractivit§ de I'lnositol-l-phosphatase responsable 
de rentiere dephosphorylation de TIPS qui conduit ^ la formation et au recydage de 
inositol indispensable k la synthase du PIP2. Dans ces conditions, la diminution de la 
concentration de PIP2 a la face intracellulaire de la membrane plasmique n'est autre 
qu'une diminution du substrat de la phospholipase C-p activ6e. dont la consequence 
est un freinage des effets de Tactivation des r6cepteurs couples aux prot6lnes Gq 
trimeriques. Autrement dit. les sels de lithium agiralent, entte autres. en entraTnant une 
diminution du PIP2 disponible, freinant ainsi une transduction du signal qui seratt trop 
importante. soit par exces de s6rotonine. soit par exc^s de rfecepteurs de la 
serotononine. en nombre ou en efficacite transduire le signal (sur la comprehension 
actuelle du mode d'action des sels de lithium, voir Coyle et al.. 2002. Nature Medicine. 
8(6):557-558, avec les articles qui y sont r6f6renc§s). 

Le 5-HT2C-R apparatt done comme une des moiecules-clef de la r6ponse ^ la 
serotonine dans la regulation de I'humeur puisqu'il pemiet une reponse de la cellule 
dont ramplitude depend de son efficacite a transduire le signal. II n'existe qu'un seul 
gene du 5-HT2C-R. Porte par le chromosome X. done un seul allele de ce gene chez 
I'homme et deux chez la femme dont I'un potentiellement inactif par inactivation de I'un 
des deux chromosomes X. Par consequent, il faudrait s'attendre ^ ce que seuls la 
concentration de serotonine extracellulaire et le nombre de recepteurs presents a la 
membrane ^ un moment donne, participent ^ I'efFicacite de la transduction du signal en 
reponse ^ la serotonine. En effet. si I'existence d'epissages differentiels du pre-ARNm 
du 5-HT2C-R a blen 6t6 d6montree. il semble qu'une seule forme du 5-HT2C-R pu'sse 
etre sept fols trans-membranaire et active. Cependant. II existe au moins vingt-quatre 
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sortes de recepteurs diff^rents, produits d'expression du meme gene car Hs sont le 
resultat d'un m6canisme de regulation post-transcriptlonnelle de I'expression genique 
appei6 Edition. 

L'edition est le m6canisme par lequel rinformation contenue dans le ghne est 
5 modifiee apr6s la transcription. On regroupe sous le temie general d'edltion des 
ARNm. la modification de la sequence de ces ARNm qui conduit ^ un changement. en 
nature ou en nombre. des aminoacides incorpores dans la prot§ine au cours de la 
traduction, la sequence de la proteine ne pouvant plus §tre deduite de celle du g%ne 
qui en dirige la synthase. L'ARN pr6-messager du 5-HT2C-R peut subir une 
10 modification enzymatlque sp^ciflque de certaines adenosines (A), dans la partie de ce 
qui deviendra I'ARNm d§finitif qui dirige IMncorporation des aminoacides situ6s dans la 
deuxieme boude intracellulaire du S-HTzc-R. En effet. la partie distale du clnqul^me 
exon et la partie proximate du cinquifeme Intron du transcrit primaire sont susceptibles 
de former une structure en tige-boucle potentiellement reconnue par deux enzymes. 
15 ADAR1 et ADAR2 (adenosine d6samlnase d^pendante de TARN double brin) qui 
permettent d'editer I'ARN pr^messager. avant son §pissage. Cette edition est produite 
par d§samlnatlon de A qui sont alors transfomi6es en inosine (I). Une fois T^pissage 
achev6 la partie de I'ARNm qui contenalt les A ayant subl l'edition. contient maintenant 
des I. Lors de la traduction de I'ARNm du 5-HT2C-R. on pense que les I sont lues 
comme des G. En effet, lors de la synthese in vitro de I'ADNc de TARNm du 5-HT2C-R 
ayant subi la desamination des A en I. la transcriptase inverse incorpore des dC en 
face des I. a la place des dT qui auraient dO normalement §tre incorpor6es en face 
des A. Par consequent, lors de la synthase du second brin qui conduit ^ la formation 
de I'ADNc double brin. une dG est introduite en face de chaque dC incorpor^e dans le 
premier brin. Le sequen9age de I'ADNc double brin ainsi obtenu permet de constater 
le remplacement des dA par des dG, en ralson de la d6samination Initlale des A en I 
dans I'ARNm ayant subi r§dition. Par consequent, l'edition de I'ARNm conduit ^ une 
modification de la signification des codons dans lesquels les A sont remplacees par 
des I qui seralent done lues comme des G (plus spedfiquement. sur l'edition du 5- 
30 HT2C-R humain. voir Fitzgerald et al.. Neuropsychophamiacology. 1999. 21 (2S). 82S- 
90S). 

Compte tenu de ce qui a ete decrit ci-dessus concemant. d'une part le mode 
d'action des antidepresseurs de seconde generation qui agissent en augmentant la 
concentration de serotonine par inhibition de sa recapture et. d'autre part, le mode 
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d'acHon des sels de lithium qui agissent sur la manle en limitant la disponibilit6 en 
PIP2, le degre (ou taux) d'edition du 5-HT2C-R pue tr6s certainement un r6le dans la 
regulation de I'humeur. Dans ce sens, l'6tude de NIswander et al. 
(Neuropsychopharmacol.. 2001, 24:478-491) pratiqu6e post-mortem, a mis en 
Evidence que I'^dltion de I'ARNm du S-HTzc-R. en parHculier du site A, 6ta!t 
statistlquement plus 6lev6e dans le cortex prefrontal du cerveau de patients d6c6d6s 
par suicide que dans la m^me aire du cerveau de patients d6c6d6s pour d'autres 
raisons. 

On peut 6galement dter une autre 6tude effectu6e par Gurevich et al. (Neuron, 
2002. 34(3):349-356) qui a mis en Evidence que le taux d'6dition de I'ARNm du 5- 
HT2C-R 6tait augments sur le site E (appel6 C dans Tarticle) et dlminu6 sur le site D 
dans ie cortex frontal du cerveau de patients d6c6d§ par suicide, alors qu'ils 
souffraient de depression majeure. 

Inversement. Sodhi et al. (Mol. Psychiatry. 2001. 6(4):373-379) ont montr§ que 
le taux d'edition de I'ARNm du S-HTac-R. etait diminu6 dans le cortex frontal du 
cerveau de patients classes comme schizophrenes. 

Ainsi. un r§cepteur non 6dite conduirait § un etat maniaque. alors qu'un 
recepteur trop 6dit6 conduirait a un etat d6pressif. A la lumi^re de cette synthese et de 
son interpretation faites par i'inventeur. il a 6t§ conclu qu'une modulation de taux. 
20 d'edition de I'ARNm du S-HTac-R entraTne une modulation de I'humeur. ceci par 
modification de la r^ponse du 5-HT2C-R ^ la stimulation par la serotonine. Ainsi une 
inhibition du taux d'edition du 5-HT2C-R conduira k une augmentation de la r6ponse ^ 
la stimulation par la serotonine. alors qu'une stimulation ou augmentation du taux 
d'edition de I'ARNm du S-HTac-R entraTnera une diminution de cette mSme reponse a 
25 la stimulation par la s6rotonine. Ceci se tradulra. et de manl6re generate, par un effet 
antidepresseur pour les composes capables d'Inhiber le taux d'edition de I'ARNm du 5- 
HT2C-R et par un effet inhibiteur de la manie pour les composes capables de stimuler 

ou d'augmenter le taux d'edition de I'ARNm du 5-HT2C-R- 

Ainsi. dans un mode particulierement prefere. la pr6sente invention comprend 
30 une methode de s6lecUon d'un compose capabte de moduler le taux d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
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3') de I'ARNm du 5-HT2C-R dans une cellule eucaryote. notamment de mammlfere. 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend les 6tapes sulvantes : 

A) la mise en contact dudit compos6 h 6valuer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le g6ne dudit ARNm ; 

B) la mise en Evidence de la modulation ou non du taux d'§ditlon dudit fragment 
d'ARNm dans ladite cellule ^ partir d'un echantillon d'oligonucleotides cibles d6riv6s 
dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucl6iques issu 
desdites cellules obtenues Si l'6tape A) par un proc6d§ selon I'invention pour la 
d6tection et/ou la quantification de tout oligonucl6otide cible present dans un 
6chantillon et d6riv6 d'un fragment de TARNm du S-HTzc-R. ledit fragment 
comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') 6dit6 ou non 
6ditd; 

C) la determination k la fin de I'^tape c) du proc6d6 ci-avant cit6 k I'etape B) et 
pour chacune desdites sondes, du taux d'6dltion correspondent au rapport exprim6 en 
pourcentage entr« la quantit6 d'oligonucl6otides captur6s par une sonde et la quantity 
totale d'oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

D) le cas 6cli6ant, en ce que I'on compare le taux d'6dition obtenu ^ celui 
obtenu pour une population de cellules t6moin ; et 

E) la selection de ce compose si celul-ci module le taux d'edition dudit fragment 

20 d'ARNm. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet une metiiode de 
selection d'un compose capable de moduler le taux et/ou le profil d'edition d'un ARNm 
susceptible d'Stie edite dans un tissu spedfique ou une population de cellules 
eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm, notamment de mammifere tel que I'homme 
25 ou la souris. caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact, in vivo ou in cellulo. dudit compose e evaluer avec ledit 
tissu spedfique ou ladite population de cellules eucaryotes ; 

b) I'obtention du profil d'edition par la methode SSCP selon I'invention dans des 
conditions donnees d'analyse ; 

30 c) la comparaison du profil obtenu a l'6tape b) avec : 

- soit des profils standards correspondent e des profils d'edition connus de ce m§me 
ARNm. pour un mdme tissu specifique ou une m§me population de cellules 
eucaryotes, ce dans les memos conditions d'analyse donnees, ou 
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- soit a un profil d'6ditlon fait en parall^le et obtenu pour un meme tissu sp§cifique 
temoln ou une mSme population de cellules eucaryotes t^moins n'ayant pas ete mis en 
contact avec le compost ^ ^valuer ; et 

d) la selection dudit compose a evaluer si les profils d'^dition compares ^ 
l'§tape c) sont significatlvement diff6rents entre eux. 

Dans ladite methode ci-avant de selection d'un compos6 capable de moduler le 
taux et/ou le profil d'edition d'un ARNm selon I'invention et incluant. ^ l'§tape b) 
robtention du profil d'idition par la methode SSCP selon I'invention, les preferences 
indiqu6es pour la m6thode SSCP (longueur des produits de PGR, ARNm d'un 
r6cepteur membranaire. notamment du S-HTzc-R ou de la sous-unite B du r§cepteur 
du glutamate (GluR-B). couple d'amorces SEQ ID No. 36 et SEQ ID No. 37 pour 
I'ARNm du S-HTac-R. 1©"^ marquage) sont 6galement revendlqu6es Ici. 

Sous un autre aspect, la pr6sente Invention a pour objet une m6thode de 
selection d'un compos§ capable de prevenir et/ou tralter chez un patient une 
pathologie associ6e. au molns en partie. l'6dition d'un ARNm susceptible d'§tre 
6dit6. cara(d6ris6e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact, in vivo ou in cellulo, dudit compos6 ^ 6valuer avec un 
tissu sp§cifique ou une population de cellules eucaryotes exprimant le gfene dudit 
ARNm susceptible d'§tre 6dit6. ledit tissu sp6ciflque ou ladite population de cellules 
eucaryotes pr6sentant avant la mise en contact du compost a tester un profil d'6dition 
dudit ARNm caracl6ristlque de la pathologie assocl6e et ce. dans des conditions 

donn^es d'analyse ; 

b) I'obtentlon du profil d'ddition par la m6thode SSCP selon I'invention dans ces 

conditions donn6es d'analyse ; 
25 c) la comparalson du profil obtenu ^ I'etape b) avec : 

a) un profil standard con-espondant ^ un profil d'6dition connu de ce 
m§me ARNm, pour un mSme tissu sp6cifique ou pour une m§me population de 
cellules, ce dans les mimes conditions donnees d'analyse. ce profil d'edition etant 
repr6sentatif d'un patient sain ou ne pr6sentant pas ladite pathologie associ6e ; et. le 

30 cas 6dn6ant avec : 

P) un profil d'6dition obtenu pour un m§me tissu specifique temoin ou 
pour une mime population de cellules t§moins n'ayant pas §t6 mis en contact avec le 
compos6 d 6valuer. ce dans les mdmes conditions donnies d'analyse ; et 



20 



wo 2004/011594 



PCT/FR2003/002339 



31 



10 



d) la selection dudit compost ^ evaluer si les profils d'edition compares a 
r^tape c) montrent que celui obtenu ^ I'etape b) est significativement identique a ceiui 
de l'6tape c)a), et, le cas eclieant confirme cette selection si celui obtenu ^ I'etape b) 
est significativement different de celui de I'etape c)P). 

Dans ladite m^thode ci-avant de selection on d'un compos6 capable de 
prevenir et/ou traiter chez un patient une pathologie associee a I'edition d'un ARNm 
selon I'inventlon et incluant, h I'etape b) I'obtention du profil d'edition par la m^thode 
SSCP selon I'invention, les pr6f6rences indiqu6es pour la methode SSCP (longueur 
des produits de PCR, ARNm d'un r6cepteur membranaire, notamment du 5-HT2C-R 
ou de la sous-unite B du r6cepteur du glutamate (GluR-B), couple d'amorces SEQ ID 
No. 36 et SEQ ID No. 37 pour PARNm du S-HTac-R. leur marquage) sont 6galement 
revendiqu^es ici. 

Sous un aspect particuller. la pr6sente invention a pour objet une m§thode de 
selection d'un compos6 capable de pr6venlr et/ou traiter chez un patient une 
15 pathologie assocl6e. au moins en partie, ^ i'edition ou non d'un ARNm susceptible 
d'Stre 6dit6 avec un m§me m6canisme th6rapeutlque ou efficacit6 qu'un compos6 
connu pour moduler le profil d'edition dudit ARN et connu pour pr6venir et/ou traiter 
Chez un patient la mSme pathologie associ6e. caract6ris6e en ce qu'elle comprend les 
etapes sui>^ntes : 

20 a) la mise en contact, in vivo ou in cellulo. dudit compos6 ^ §valuer avec un 

tissu sp§crfique ou une population de cellules eucaryotes exprimant le g^ne dudit 
ARNm susceptible d'etre 6dit6, ledit tissu sp6cifique ou ladite population de cellules 
eucaryotes prdsentant avant la mIse en contact du compos6 ^ tester un profil d'edition 
dudit ARNm caract6rlstique de la pattiologie associ§e et ce. dans des conditions 

25 donnSes d'analyse ; 

b) I'obtention du profil d'6dition par la methode SSCP selon I'invention dans ces 

conditions donn^es d'analyse ; 

c) la comparaison du profil obtenu ^ l'6tape b) avec : 

a) un profil standard correspondant di un profil d'6dition connu de ce 
30 m§me ARNm. pour un m§me tissu specifique ou pour une mSme population de 
cellules ayant 6t6 mis en contact, in vivo ou in cellulo. avec ledit compost connu pour 
moduler le profil d'6dltion dudit ARN dans les mSmes conditions donnees d'analyse et 
connu pour prevenir eVou traiter chez un patient la mSme patiiologie associ6e : et. le 
cas ^dh&anl avec : 
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p) un profil d'6dition obtenu pour un m§me tissu sp6cifique temoin ou 
pour une m§me population de cellules temoins n'ayant pas 6t6 mis en contact avec le 
compose a ^valuer, ce dans les m§mes conditions donn6es d'analyse ; et 

d) la selection dudit compos6 ^ ^valuer si les profils d'edition compares ^ 
5 r6tape c) montrent que celui obtenu a I'etape b) est significativement identique ^ celui 
de l'6tape c)a). et. le cas §ch§ant confirm^ cette selection si celui obtenu k I'etape b) 
est significativement different de celui de I'etape c)p). 

Dans ladite m§thode ci-avant de selection d'un compos6 capable de pr6venir 
et/ou traiter chez un patient une pathologie associ6e, au moins en partie, ^ l'6dition ou 
10 non d'un ARNm susceptible d'etre 6dite avec un m§me mecanisme th^rapeutique ou 
efricacit6 qu'un compos§ connu selon I'invention et incluant, ^ I'etape b) I'obtention du 
profil d'edition par la methode SSCP selon I'invention. les preferences indiquees pour 
la methode SSCP (longueur des produits de PGR. ARNm d'un recepteur 
membranaire, notamment du 5-HT2C-R ou de la sous-unite B du recepteur du 
15 glutamate (GluR-B). couple d'amorces SEQ ID No. 36 et SEQ ID No. 37 pour I'ARNm 
du 5-HT2C-R. leur marquage) sont 6galement revendiquees ici. 

Sous encore un autre aspect, la presente Invention a pour objet une methode 
de diagnostic, le cas echeant pr6dlctif. de maladie associee. au molns en partie. a un 
ARNm susceptible d'etre edite. partir d'un echantillon de tissu ou de cellules pr6lev6 
20 Chez un patient a tester, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) I'obtention du profil d'edition dudit ARNm par la methode SSCP selon 
I'invention dans des conditions d'analyse donn6es ; 

b) la comparaison du profil obtenu ^ I'etape a) avec des profils standards 
conespondant d des profils d'edition connus de ce mSme ARNm pour des patients 

25 sains ou presentant des pathologies confirmees, ceci pour des exlraits d'ARNm de 
mSme tissu ou de mime cellule, dans ces mSmes conditions donnees. ou encore pour 
des cellules issues de lignees cellulaires ; et 

c) la selection du profil d'edition connu conespondant au profil d'edition obtenu 

e I'etape a) ; et 

30 d) I'assoclatlon du diagnostic attache au profil seiectionne ^ I'etape c) au 

patient teste. 

Dans ladite methode ci-avant de diagnostic de maladie associee, au moins en 
partie, d un ARNm selon I'invention et Incluant, ^ I'etape a) I'obtention du profil 
d'edition par la methode SSCP selon I'invention. les preferences indiqufees pour la 
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m§thode SSCP (longueur des produits de PGR, ARNm d'un r6cepteur membranaire, 
notamment du 5-HT2C-R o" la sous-unit6 B du r^cepteur du glutamate (GluR-B), 
couple d'amorces SEQ ID No. 36 et SEQ ID No. 37 pour I'ARNm du 5-HT2C-R. leur 
marquage) sent egalement revendlqu6es id. 
5 Sous un autre aspect particulier, la pr6sente invention comprend une premiere 

m6thode de selection d'un compos6 capable de moduler le taux d'6dit5on du fragment 
d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du 5-HT2C-R selon IMnvention, ou une deuxifeme m6thode de selection d'un 
compose capable de moduler ie taux et/ou le profil d'edltion de 1' ARNm du 5-HT2C-R 
10 selon i'invention incluant a l'6tape b) ladite m6thode SSCP d'obtention du profil 
d'^dition. caracl6ris6e en ce qu'gi I'etape E) de la premiere m6thode citee selon 
I'invention, ou a l'6tape d) de la deuxieme methode cit6e selon I'invention, on 
s61ectionne le compos§ si celui-ci ne module pas en outre le taux ou le profil d'edition 
de I'ARNm de la sous-unite B du recepteur du glutamate (GluR-B). 

15 

Sous un autre aspect particulier, la presente invention comprend une premiere 
m§thode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du fragment 
d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du 5-HT2C-R selon I'invention, ou une deuxieme methode de selection d'un 
20 compos6 capable de moduler le taux et/ou le profil d'6dition de I'ARNm du 5-HT2C-R 
selon I'invention Incluant I'dtape b) ladite m§thode SSCP d'obtention du profil 
d'6dition, caract6ris6e en ce qu'S I'etape E) de la premfere methode clt6e selon 
I'invention. ou ^ I'etape d) de la deuxieme m6thode cit6e selon I'invention, on 
selectlonne le compose si celul-ci dimlnue le taux d'6dition d'au moins un site d'edition 
25 dudit fragment d'ARN, site d'6dltlon qui lorsqu'il est 6dit6 modifie la sequence des 
acides amines de la deuxieme boude intracellulaire du 5-HT2C-R. notamment si cette 
diminution du taux d'edition augmente la capacity des cellules exprimant le gfene du 5- 
HT2C-R ^ r^pondre a une stimulation par la s6rotonine. 

Sous un autre aspect particulier. la pr6sente invention comprend une premiere 
30 methode de selection d'un compos6 capable de moduler le taux d'edition du fragment 
d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du 5-HT2C-R selon I'invention, ou une deuxieme methode de selection d'un 
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compost capable de moduler le taux et/ou le profil d'6dition de I'ARNm du 5-HT2C-R 
selon rinvention Incluant I'^tape b) ladite m6thode SSCP d'obtention du profil 
d'6ditlon. caract6ris6e en ce qu'a r6tape E) de la premtere methode citee selon 
rinvention. ou ^ l'6tape d) de la deuxi^me m6thode cit6e selon I'invention. on 
5 s6lectionne le compos6 si celui-ci augmente le taux d'6dition d'au moins un site 
d'6dition dudit fragment d'ARN, site d'editlon qui lorsqu'll est 6dit6 modifie la sequence 
des acides amines de la deuxi^me boucle intracellulaire du 5-HT2C-R. notamment si 
cette augmentation du taux d'6dition diminue la capacity des cellules exprimant le 
gene du 5-HT2C-R ^ r6pondre k une stimulation par la s§rotonine. 
10 Sous encore un autre aspect, la presente invention comprend I'utillsation d'un 

compose capable de moduler le taux d'edition de I'ARNm du 5-HT2C-R. ledit compos6 
ayant 6t6 s6lectionn6 ou §tant susceptible d'§tre selectionne par un proc6d§ de 
s6lecHon d'un compos6 capable de moduler le taux d'edition de I'ARNm du 5-HT2C-R 
dans une cellule eucaryote, notamment de mammif^re selon I'invention, pour la 
15 preparation d'une composition phannaceutique destines a moduler I'humeur chez un 
patient n6cessitant un tel traitement, notamment pour la preparation d'une composition 
phannaceutique destin6e soit au traitement de la depression si ce compose 
s§lectionn§ diminue le taux d'6dition dudit site d'6dition. soit au traitement de la manie 
ou de certaines fornies de schizophrfenie si ce compose s6lectionn6 augmente le taux 
20 d'edition dudit site d'edition. 

Sous encore un autre aspect, la presents invention a pour objst un compose 
ayant une activite modulatrice du taux d'edition du fragment d'ARN comprenant la 
sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du S-HTzc-R pour 

le traitement de I'humeur. 

25 Pour les troubles de I'humeur pouvant §tre ameiior6s par des medicaments 

modulant redition du 5-HT2C-R. on pounra se referer d I'ouvrage "Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition, text revision, published by the 
American Psychiatric Association, Washington DC, 2000, DSM-IV™. 
On peut citer de maniere particuliere pour les depressions : 

30 - la depression majeure caract6risee par un ou plusieurs episodes d6pressifs (c'est-e- 
dira au moins 2 semaines d'humeur depressive avec perte d'interSt accompagnee par 
au moins 4 symptomes additionnels de la depression) (voir DSM-IV p349-369) ; 
- la depression bipolaire : 
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- bipolaire I : caracterisee par un ou plusieurs episodes maniaques ou mixtes, 
g6n§ralement accompagnes d'episodes de depression majeures (voir DSM-iV p382), 

- bipolaire II : caract6ris6e par un ou plusieurs Episodes de depression majeure 
accompagn6s par au moins un Episode hypomaniaque (voir DSM-IV p392), et 

5 - les troubles cyclothymiques : caracterises par au moins deux semaines de 
nombreuses p^riodes de symptdmes hypomaniaques et de symptdmes d6pressifs 
(voir DSM-IV p398) ; 

- la melancolie : les §tats m6lancoliques se rencontrent chez les depressifs majeurs 

ainsi que chez les depressifs bipolaires. Get etat est caracterise par une perte d'interet 
10 et/ou de plaisir dans toutes les activites, ainsi que par une diminution de la r§actlvite 

aux stimuli declenchant habituellement le plaisir (voir DSM-IV p419) ; et 

- la schizophrenie : caracterisee par des troubles durant au moins six mois et 

incluant au moins un mois de symptomes positifs (delusions, hallucination. 

desorganisation du langage) et symptdmes negatifs (de type depressifs) (voir DSM-IV 
15 p298). 

Sous cet autre aspect, la presente invention a pour objet particulier un 
compose capable de diminuer le taux d'edition d'au moins un site d'6dition du fragment 
d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du S-HTac-R. site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
20 addes amines de la deuxieme boucle intracellulaire du 5-HT2C-R. Pour le traitement 
de la depression, notamment si cette diminution du taux d'edition augmente la 
capadte des cellules exprimant le gene du 5-HT2C-R ^ r6pondre a une stimulation par 
la serotonine. 

Sous cet autre aspect, la presente Invention a encore pour objet particulier un 
25 compose capable d'augmenter le taux d'6dltlon d'un site d'edition du fragment d'ARN 
comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du 
5-HT2C-R. site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des acides amines 
de la deuxieme boucle intracellulaire du 5-HT2C-R. Pour le traitement de la manle ou 
de certalnes formes de schizophrenie. notamment si cette augmentation du taux 
30 d'edition diminue la capadte des cellules exprimant le gfene 5-HT2C-R ^ repondre ^ 

une stimulation par la serotonine. 

Les exemples suivants ainsi que les figures et les I6gendes d-apres ont ete 
choisis pour fournir k I'homme de I'art une description complete afin de pouvoir realiser 
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et utiliser la presente invention. Ces exemples ne sont pas destines k limiter la port§e 
de ce que I'invenleur considere comme son invention, ni destines i montrer que 
seuies les exp6riences d-apr^ ont 6te effectuees. 

I 6 qendes des figures 

Figures 1A a 10 : Exemples de profits analytiques de I'edition du r§cepteur 

5-HT2C obtenus par la m6thode de SSCP dfecrite plus haut. Dans les conditions de cet 
exemple (amplification d'un fragment de 250 paires de bases et analyse par 
6Iectrophor§se capillaire) les profils d'6ditlon obtenus a partir d'ARN provenant de 
plexus choroide de rat (figure 1A) et de cerveau total de rat (figure 1B) sont 
caracteristlques de chacune de ces stmctures. L'Importance relative de chacune des 
mutations peut 6tre d6temiin6e partir des profils standards d'6dition pour chacune 
des fomies s6par§es d'6dition qui sont caract6ristiques pour chaque forme 
correspondant k une combinaison mutante donn§e du recepteur 5-HT2C sur un ou 
plusieurs des 5 sites d'editlon (A. B. C. D et C) amplifies et analyses dans les memes 
conditions (figures 1C 10). Les profils d'6dition de toutes les formes s6par6es 
d'6dition ont 6t6 obtenus mais ne sont pas tous repr6sent§s ici. 

EXEMPLE 1 : M6thode permetlant de d6tenminer. par hybridation sp§cifique et en une 
seule 6tape. le pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm du 

5-HT2C-R- 

La m6thode d6crite ci-apr6s pennet de ditemniner. par hybridation sp§cifique 
et en une seule 6tape. le pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm 
du 5-HT2C-R m§me si I'amplification de I'infonnation contenue dans ces ARNm a 6t6 
25 necessaire. 

Apres Edition des ARNm. les A sont remplacees par des I qui sont, a leur tour, 
remplacees par des dG dans TADNc. Autrement dit. plus le nombre de A transfomn6es 
en I au cours de I'edition de I'ARNm initial est grand, plus la temperature n6cessaire § 
une hybridation specifique est 6lev6e. Le remplacement des dG par des dl permet 
d'effectuer les hybridations a une temperature unique selon la strat6gle d6crite cl- 
dessous. 

Si necessaire. en raison d'une quantit6 d'ARNm de depart trop faible, 
I'information amplifiee in vitro peut Petre sous fomne d'ARN simple brin. de fagon 
lineaire par transcription in vitro (iVT pour "In vitro transcription'') ; elle peut I'etre aussi 
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SOUS forme d'ADN double brin par RT-PCR apres transcription inverse (RT pour 
"reverse transcription") de I'ARNm suMe d'une amplification exponentielle par PGR. 
Que I'information soit amplifiee sous la forme finale d'un ARN simple brin ou sous celle 
tfun ADN double brin, pose le probl^me de ridentification des I puisque, dans tous les 
5 cas, au cours de la synthase de I'ADNc par la transcriptase inverse, une dC est 
Incorpor^e en face de cheque I et. lors de la synthase du brin complementaire. une dG 
est ensuite incorpoiee en face de chaque dC. Ceci revient ^ dire que si les sequences 
qui sont hybrid§es aux diff6rentes sondes sont celles compl§mentaires des ARNm 
inltiaux, elles contiennent des dT ou des U en face de chaque A non 6dit6e et des dC 
10 ou des C en face de chaque I. selon que les sequences ont 6te obtenues sous forme 
d'ADN par RT-PCR ou sous fonne d'ARN par IVT. 

Dans le cas oO I'information contenue dans les ARNm de depart est amplifiee 
par IVT du brin sens, les molecules d'ARN synthetls^es pr6sentent une sequence 
Identlque ^ celle des ARNm mals dont les A, edit6es en I, sont remplac^es par des G. 
15 Inversement, I'lVT du brin anti-sens pemiet de synthetiser des molecules d'ARN dont 
la s6quence est complementaire de celle des ARNm de depart mais avec des C qui 
remplacent les U en face des sites edit^s de A en I. 

Par consequent, pour que les temperatures d'hybridation soient identiques pour 
toutes les sondes, les ADN simple brin deposes sous fornie de sondes sur le support 
20 sont de sequence identique ^ celles des ARNm Inltiaux mais dans lesquelles des dA 
remplacent les A non edit§es et des dl remplacent des I provenant de l'6dition de ces 
A en I. AinsI, que les ARN inltiaux alent et6 amplifies par RT-PCR sous fomie d'ADN 
double brin ou par IVT sous forme d'ARN antisens des ARNm inltiaux, 11 y aura 
toujours fomiation de deux liaisons hydrogdnes entre dA et dT ou U d'une part et entre 

25 dl et dC ou C d'autre part. 

Les sequences des trente-deux sondes necessaires a I'identificatlon des 

dlff§rentes fonnes, 6ditees ou non. de I'ARNm du S-HTzc-R sont rapport6es cl- 
dessous. 

Les Tm ayant et6 mesur6es individuellement pour chacune des sondes, toutes 
30 les conditions autres que la temperature etant identiques par ailleurs. la temperature 
d'hybridation pour I'ensemble des sondes est choisle entre les deux Tm extr§mes 
mesur^es. ici pour la sonde de s6quence SEQ ID No. 1 et la sonde de sequence SEQ 
ID No. 32. 

Les conditions autres que la Tm auront ete d6finles de fagon a ce que l'6capt 
35 entre les deux Tm extr§mes mesurees soient le plus faible possible. 
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Les diff6rentes formes Initlales de I'ARNm du 5-HT2C-R sont quantifiees par 
mesure sort de la radioacHvit6, sort de Plntensit§ de fluorescence des trente-deux 
sequences appari6es. La somme des trente-deux valeurs mesurees 6tant directennent 
proportionnelle d la somme des diff§rentes formes Initiates de I'ARNm du 5-HT2C-R. 
pourcentage de chacune des fonmes de cet ARNm peut §tre d6duit en divisant la 
valeur mesur6e Individuellement pour cheque fonne par la somme des valeurs des 
trente-deux formes. 



Sites d'^ditlon 
10 1 5-HT2CR-O 
l-N-l 

2 5-HT2C R-A 
V-N-l 

3 5-HT2C R-B 
15 N4-N-I 

4 5-HT2C R-c 
l-S-l 

5 5-HT2C R-D 
l-N-V 

20 6 5-HT2C R-E 
l-D-l 

7 5-HT2C R-AB 
V-N-l 

8 5-HT2C R-AC 
25 V-S-l 

9 5-HT2C R-AD 
V-N-V 

10 5-HT2C R-AE 
V-D-l 

30 11 5-HT2CR-BC 
M-S-l 



A B EC D 
d(CAATACGTAATCCTATT) SEQ ID No. 1 

d(CAITACGTAATCCTATr) SEQ ID No. 2 

d(CAATICGTAATCCTATT) SEQ ID No. 3 

d(CAATACGTAITCCTATT) SEQ ID No. 4 

dCCAATACGTAATCCTITT) SEQ ID No. 5 

d(CAATACGTIATCCTATT) SEQ ID No. 6 

d(CAITICGTAATCCTATT) SEQ ID No. 7 

d(CAITACGTAITCCTATT) SEQ ID No. 8 

d(CAITACGTAATCCTITT) SEQ ID No. 9 

d(CAITACGTIATCCTATT) SEQ ID No. 10 

d(CAATICGTAITCCTATT) SEQ ID No. 11 
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12 5-HT2CR-BD d(CAATICGTAATCCTITT) SEQIDNo.12 
M-N-V 

13 5-HT2CR-BE d(CAATICGTIATCCTATT) SEQlDNo. 13 
M-D-l 

5 14 5-HT2CR-CD dCCAATACGTAITCCTITT) SEQ ID No. 14 
l-S-V 

15 5-HT2CR-CE d(CAATACGTIITCCTATT) SEQlDNo. 15 
l-G-l 

16 5-HT2CR-DE d(CAATACGTIATCCTITT) SEQ ID No. 16 
10 l-D-V 

17 5-HT2CR-ABC d(CAlTICGTAITCCTATT) SEQ ID No. 17 
V-S-l 

18 5-HT2CR-ABD d(CAITICGTAATCCTITT) SEQ ID No. 18 
V-N-V 

15 19 5-HT2CR-ABE d(CAITICGTIATCCTATT) SEQlDNo. 19 
V-D-l 

20 5-HT2CR-ACD d(CAITACGTAITCCTITT) SEQ ID No. 20 
V-S-V 

21 5-HT2CR-ACE d(CAITACGTIITCCTATT) SEQ ID No. 21 
20 V-G-l 

22 5-HT2CR-ADE d(CAITACGTIATCCTITT) SEQ ID No. 22 

V-D-V 

23 5-HT2CR-BCD d(CAATICGTAlTCCTITT) SEQ ID No. 23 
M-S-V 

25 24 5-HT2CR-BCE d(CAATICGTIltCCTATT) SEQ ID No. 24 
M-G-l 

25 5-HT2CR-BDE d(CAATICGTIATCCTnT) SEQ ID No. 25 
M-D-V 

26 5-HT2CR-CDE d(CAATACGTIITCCTITT) SEQ ID No. 26 

30 l-G-V 

27 5-HT2CR-ABCD d(CAITICGTAITCCTITT) SEQ ID No. 27 
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V-S-V 

28 5-HT2CR-ABCE d(CAmCGTIITCCTATT) SEQ ID No. 28 
V-G-l 

29 5-HT2CR-ABDE d(CAITICGTIATCCTnT) SEQ ID No. 29 
V-D-V 

30 5-HT2CR-ACDE d(CAlTACGTIITCCTITT) SEQ ID No. 30 
V-G-V 

31 5-HT2CR-BCDE d(CAATICGTIITCCTITT) SEQ ID No. 31 
M-G-V 

32 5-HT2C R-ABCDE d(CAITICGTIITCCTITT) SEQ ID No. 32 
V-G-V 



Les Tm ayant 6te mesui^s Individuellement pour chacune des sondes, toutes 
les conditions autres que la temperature 6tant identique par ailleurs, les inventeurs ont 
15 ainsi mis en evidence qu'il 6tait possible de reduire de mani6re tr§s significative r6cart 
obtenu entre les deux Tm extremes mesurfees (ATm exO pour la sonde de sequence 
SEQ ID No. 1 et la sonde de sequence SEQ ID No. 32, par rapport a recart obtenu 
entre les deux Tm extremes mesurfees pour les sondes nonnales Oeu de sondes de 
rinvention dans lequel les dl sont remplaces par des dG). 



R6sultats 

- pour le jeu de sondes de sequences SEQ ID Nos. 1 e 32 de I'invention : 
ATm e)d(en "C) = 61. 1 ± 0,13 - 54, 13 ± 0,44 soit environ 6J7!C ; 

- pour le jeu de sondes nonmaies (sans dl) : 

25 ATm exi (en "C) = 74, 1 ± 0,2 - 61 . 1 ± 0.13 soit environ 13.00X. 



.<S p6cificit6 du ieu de sondes de I'invention 

Les Inventeurs ont mis 6galement en evidence qu'li la temperature 
d'hybridatlon qui sera cholsie pour I'ensemble des sondes de I'invention (entre 61, 1 et 
30 54, 13"C. de preference autour de la valeur moyenne de 57. 6X, la sonde SEQ ID No. 
32 de rinvention n'hybride pas avec un oligonucleotide compiementaire de cette sonde 
ii I'exception de la base situee en complement du dl situe en position 15 de la sonde 
SEQ ID No. 32 (Tm de 49, 4°C). 
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EXEMPLE 2 : Exemple de realisation 

L'exemple de realisation d§velopp§ ci-dessous conceme I'edition des ARNm 
aveo. pour application, celle des ARNm de I'un des r^cepteurs de la serotonine. Get 
exemple montre qu'il est possible d'effectuer une hybridation dans des conditions de 
5 temperature unique. mSme lorsque le pourcentage de guanines et cytosines 
initialement appariees passe de moins de 30 % pr6s de 60 %. dans une sequence 
courte. 

Cinq adenosines sont potentiellement 6ditables dans trois codons differents ce 
qui conduit ^ 2^ = 32 combinaisons diff6rentes de sequences d'ARNm et 3x4x2 = 24 
10 combinaisons dlff6rentes de sequences en aminoacides (voir schema ci-dessous). La 
desamination des adenosines aux cinq sites edilables. notes de A ^ E (ou encore A. B. 
C. D et C). conduit au remplacement de trois aminoacides de la deuxieme boucle 
intracellulaire du S-HTzc-R. Le S-HTzc-R synthetis6 par traduction de I'ARNm non 
edite (SEQ ID No. 34) est constilue des aminoacides l-N-l (isoleucine - asparagine - 
15 isoleucine) dans la deuxieme boucle intracellulaire, tandis que celul synth6tise par 
traduction de I'ARNm compietement edite (SEQ ID No. 35) ou edite simultan6ment aux 
sites A, E, C et D est constitu6 des aminoacides V-G-V (valine - glycine - valine), les 
codons lUI ou lUA specifiant tous les deux Tincorporation d'une valine, si I est 
effectivement lue comme G. Les codons AUI. AIU et lAU specifiant respecHvement 
20 I'incorporation de M (methionine). S (serine) et D (acide aspartique), vingt-quatre 
combinaisons d'aminoaddes sont effectivement possibles dans la deuxieme boucle 
intracellulaire du S-HTzc-R. pour trente-deux combinaisons de sequences diff6rentes 

de son ARNm. 

B EC D Sites d'edition 

25 5'-CA AUA CGU AAO CCU AUU-3' ARNm du S-HTzc-R non edil6 

J R N P I Aminoacides du 5 HTac R (ARNm non edite) 

5'-CA lUI CGU IIU CCU IUU-3' />dRNm du 5-HTzc-R tout edite 

V G V Aminoacides duS-HTzc-R (ARNm tout edite) 

Edition du site A 
Aminoacide du 5-HTzc-R (ARNm edite au site A) 



30 



lUA 
V 



AUI 

35 M 



j^IU Edition des sites B et C 

S Aminoacides du 5-HTzc-R 

(/^m edite aux sites B et C) 

lAU Edition du site E 
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D Aminoadde du S-HTzc-R (ARNm 6dite au site E) 

La deuxi^me boucle intracellulaire du 5-HT2C-R est impliqu6e dans le couplage 
du r^pteur aux prot6ines Gq trlm6riques. Un 5-HT2C-R (l-N-l) synth§tis6 par 
5 traduction de I'ARNm non 6dlt6 pr6sente une activite constitutive de couplage. done 
une activation pemianente de la phospholipase Cp. tandis qu'un S-HTac-R (V-G-V) 
synthetls6 par traduction d'un ARNm compl6tement 6dlt§ r6pond molns bien d la 
stimulation par la serotonine par d§faut de couplage aux prot6lnes Gq trim6riques. 
Autrement dit. selon son degre d'edition, le 5-HT2C-R pr6sentera une aptitude plus ou 
10 molns grande ^ repondre ^ la stimulation par la s6rotonine. 

Pouvoir mesurer le pourcentage repr6sente par chacune des trente-deux 
fomies possibles d'ARNm. revient a pr§dire le pourcentage de chacune des vingt- 
quatre formes du 5-HT2C-R et. par cons6quent. ^ pouvoir estimer indirectement 
I'efficaclt6 de r6ponse du 5-HT2crR ^ la stimulation par la serotonine. Deux m§thodes 
15 ont 6t§ utilis6es pour estimer les pourcentages des formes dlff6rentes d'ARNm du 
5-HT2C-R- Ces deux m6thodes ne donnent pas des renseignements equivalents. 

La premiere m6thode, technlquement la plus lourde et la plus coOteuse. pemiet 
d'estimer statistiquement le pourcentage de chacune des trente-deux formes de 
I'ARNm du 5-HT2C-R- Elle conslste a synth6tiser simultan6ment tous les ADNc des 
20 ARNm du 5-HT2C-R gr^ce k des amorces specifiques communes aux diff6rentes 
formes d'ARNm, puis h Insurer tous ces ADNc dans des plasmides qui sont ensuite 
transfectes dans des bact6ries. Apr^s transfonnation et selection, ces demi^res sont 
ensuite clon6es. Ces bact§ries clonics sont alors amplifiees. puis I'ADN plasmidique 
en est extrait, purifie et les ADNc inseres sont alors sequences. Si le nombre d'ADNc 
25 clones et s§quenc6s est suffisant pour §tre statistiquement repr§sentatif de la 
population initiate d'ADNc done d'ARNm. le pourcentage de chacune des fonnes 
Initiates d'ARNm du 5-HT2C-R pourra alors §tre d^duit Si ce nombre est Insuffisant. 
seules les formes majoritalres de I'ARNm du 5-HT2C-R seront statistiquement 
repr§sentSes. 

30 La seconde m6thode est plus raplde § metlre en ceuvre mais die ne permet 

pas d'estimer te pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm du 5- 
HT2C-R. Elte permet. en revanche, de determiner te pourcentage de chaque A 6dlt6e 
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en I, a chacun des cinq sites editables. Pour cela, apres syntliese des ADNc comme 
dans le cas precedent, il est precede a une extension d'amorce. en presence de trois 
des quatre desoxyribonucleosides triphosphates habituels et d'un 
did6soxyribonucleoside triphosphate qui termine Textension de I'amorce en face du 

5 desoxyribonucleoside dont on veut detemiiner la nature. Par exemple les trois 
desoxyribonucleosides triphosphates peuvent etre dATP, dGTP et dTTP, alors que le 
didesoxyribonucleoside triphosphate est le ddCTP (didesoxycytidine triphosphate) qui, 
en s'incorporant en face de la premiere dG rencontree, arrete Textension de Tamorce 
la oD se trouvait une I dans I'ARNm qui a servi de matrice a la synthese de TADNc. 

10 Dans le cas ou Tadenosine initiale n'aurait pas ete editee et done remplacee par une 
dO dans TADNc, I'amorce est allongee jusqu'a la premiere dG qui suit la dA provenant 
de Tadenosine non editee. Dans ces conditions, les amorces doivent etre 
judicieusement choisies, complementaires de Tun ou I'autre des deux brins de TADNc 
et doivent, en outre, avoir ete marquees au ^^P en 5'. pour etre visualisees par 

15 autoradiographie apres separation par electrophorfese en gel de polyacrylamide. La 
mesure de la radioactivite contenue dans les differents fragments separ6s permet 
d'estimer le pourcentage de A edites a chacun des cinq sites editables. II faut, au 
moins, autant d'amorces qu'ii y a de sites editables. 

20 EXEWIPLE 3 : Identification et quantification des differentes formes (editees ou non) et 
detennination du profil d'edition des ARNm par SSCP (Single Strand Confomnational 
Polymorphism) des ADN complementaires 
I) PROTOCOLE 

1 - Extraction des ARN totaux : 

25 Pour extraire les ARN de tissus congeles dans la solution RNA Later (annexe 

C), ou fraTchement dissequ6s, ces tissus sont broy6s dans 350 |jI de la solution RA1 
du kit d'extraction NucleoSpin RhlA II (Annexe B1), addltionnee de 3,5 |jl de fl- 
mercapto-ethanol (Annexe C). Le lysat est filtre par centrifugation sur une colonne de 
filtration (Annexe B1) ^ 11000 x g pendant 1 minute. Apr6s homog6nelsation du filtrat 

30 avec 350 \A d'une solution d'ethanol 70*, Tensemble est centrifuge sur une colonne de 
sllice Nudeospin RWM (annexe B1) pendant 30 secondes § 8 000 x g. La colonne est 
alors lav^e par 350 \A de la solution MDB (solution tampon de dessalage de 
membrane) (MDB pour « Membrane desalting Buffer ») (Annexe B1) et centrifugation 
pendant 30 secondes 11 000 x g. Afin d'elimlner I'ADN g6nomlque contaminant 

35 6ventuel, on place sur la colonne 10 ^1 de la solution de DNasel (Annexe B1) pendant 
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30 minutes d temp6rature ambiante. Aprds digestion complete de I'ADN, la DNase I 
est 61imln6e par un lavage avec 200 pi de la solution RA2 (Annexe B1) puis un autre 
avec 600 pi de la solution RA3 (Annexe B1), suivis chacun par une centrifugation de 
30 secondes 8 000 x g. L'ARN fixe sur la colonne est Iav6 une demiere fois avec 
5 250 pi de la solution RA3 (Annexe B1 ) et finalement s6ch6 par une centrifugation de 2 
minutes d 11000 x g. L'elutlon de I'ARN est effectuee avec 60 pi d'eau sans RNAse 
(Annexe B1), apr6s centrifugation pendant 1 minute ^ 11 000 x g. 
2 - Transcription inverse : 

Pour cette 6tape. on utilise les kit et protocole ThemioScript RT-PCR system 
10 (Annexe B2). Pour cheque 6chantillon d'ARN. on melange 500 ng d'ARN total avec 
1 pi de poly-(dT)20 (50 pM ; Annexe B2), complete eventuellement avec de I'eau sans 
RNase (Annexe 82) pour un volume final de 10 pi. Ce volume est incub§ pendant 5 
minutes § 65°C. puis immediatement refroidi dans la glace. On ajoute ensuite 4 pi du 
tampon de synthase de I'ADNc (5 x concentre ; Annexe B2), 1 pi de la solution de DTT 
15 (DTT pour Di-Thiothreitol) (0,1 M ; Annexe B2). 1 pi de RNase OUT (40 U/pl ; Annexe 
B2). 1 pi d'eau sans RNase (Annexe B2), 2 pi d'un melange de dNTP (dNTP : 
desoxyribonucleotide triphosphate) (10 mM chacun ; Annexe B2) et 1 pi de I'enzyme 
themioScript RT (15 U/pl ; Annexe B2). et I'ensemble est incube a 50''C pendant 60 
minutes. La reaction est alors an-et6e en chauffant le melange r§actionnel ^ 85»C 
pendant 5 minutes. Pour eliminer I'ARN. on incube le milieu r6actionnel en presence 
de 1 pi de RNase H (Annexe B2) a 37X pendant 20 minutes. 



20 



3 - Amplification par PGR : 

L'exemple ici est donn6 sp6ciflquement pour le gene du 5-HT2C-R- L'homme 
25 de I'art pourra ais6ment transposer ou adapter un tel protocole d'amplification par PGR 
in d'autres ARNm pouvant §tre edites en choisissant le couple d'amorces pemiettant 
d'amplifier sp6cifiquement le fragment d'ARNm comportant les sites d'6dition. 

Le couple d'amorces PGR9, PGR10, utilise pour Tamplification par PGR d'un 
fragment du gkne du 5-HT2C-R a et6 choisi dans des regions de I'ADN identiques 
30 Chez I'Homme. la souris et le rat Les s^uences du couple d'amorces sont : 
PCR9 TGTCCCTAGCCATTGGTGATATGCT (SEQ ID No. 36) ; et 

PCR1 0 GCAATCTTCATGATGGCGTTAGTGCG (SEQ ID No. 37). 

Le produit d'amplification par PGR resultant a une taille de 250 paires de 
bases, chez les 3 espfeces Homme, souris et rat 



wo 2004/011594 



PCT/FR2003/002339 



45 

Pour la mise en evidence de la SSCP (Single Strand Confomiational 
Polymorphism), ces amorces peuvent Stre marqu§es par diff6rents fluorophores tels 

que le C6-FAM ou HEX. 

Pour P6tape d'amplification par PGR (PGR pour « Polymerase Ghain 

5 Reaction »). on utilise les kit et protocole de la Platinum Taq DNA polymerase (Annexe 
B3). Pour I'amplification par PGR d'une r6gion incluant le site d'edition du gene 
5-HT2C-R, le m6lange r^aclionnel comprend 2^1 de la solution de I'ADNc, 5 pi du 
tampon d'amplification (10 fois concentr§ ; Annexe B3). 1,5 pi d'une solution de MgCl2 
(50 mM ; Annexe B3). 1 pi d'un melange des quatre dNTP (10 mM chacun ; Annexe 

10 B3), 1 pi de chacune des amorces PGR9 et PCR10 (solution ^ 10 pM), 0.5 pi de 
I'enzyme Platinum Taq (5 unrt6s par pi ; Annexe B3). compl6t6 d 50 pi avec de I'eau 
distill6e et st6rile. Ce volume r^acHonnel est initialement chauff6 dans un 
themiocycleur de type PTC200 (Annexe A) pendant 2 minutes a 94»G. II est ensuite 
soumis ^ 30 cycles comprenant des phases de d6naturation a 94"G pendant 30 

15 seoondes. puis d'hybridation pendant 30 secondes ^ 65»G diminu6 de 0,3X pour 
chaque cyde suivant. et d'6longation §i 72"C pendant 30 secondes. Une 6tape finale 
d'6longation est condulte k 72'*C pendant 6 minutes. 

4 - Purification des prodults de PGR : 

20 Pour cetle 6tape de purification, on utilise les kit et protocole Nucleospin 

Extract (Annexe 84). Le volume r^acHonnel obtenu par PGR (50 pi) est melang§ k 
200 [A de la solution NT2 (Annexe 84) et directement depos6 sur la colonne de 
purification. Apres centrifugaUon § 11 000 x g pendant 1 minute, les produits 
d'amplfficatton par PGR fix6s sur la colonne sont laves avec 600 pi de la solution NTS 

25 (Annexe 84) et centrifugatlon a 11 000 x g pendant 1 minute. Un dernier lavage est 
effectu6 avec 200 pi de la solution NTS (Annexe 84) et la colonne est ensuite s§ch6e 
par centrifugatlon 11 000 x g pendant 2 minutes. L'elution de I'ADN est obtenue en 
incubant la colonne avec 50 pi du tampon d'6lution NE (Annexe 84) a temperature 
ambiante pendant 1 minute, suivie d'une centrifugation a 1 1 000 x g pendant 1 minute. 

30 

5 - Quantification des produits de PGR par le Bioanalyseur 2100 Agilent : 
Pour detemiiner la concentration de I'ADN obtenu apres amplification par PGR 
et purification sur colonne, on utilise les kit et protocole DNA 1000 Assay (Annexe 85) 
et le Bioanalyseur 2100 (Annexe A). La preparation du gel est r^alisee en melangeant 
35 vigoureusement une aliquote de gel (Annexe 85) avec 25 pi de colorant (Annexe 85). 
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Cette matrice est ensuite centrifugee h 2400 x g pendant 15 minutes, puis est injectee 
(9 Ml) dans les micro-capillalres de la "DNA chip" (Annexe B5). Pour la quantification, 
les 6chantillons d'ADN PGR (1 pi) sont d6pos6s dans les puits correspondants. en 
presence d'un Indlcateur de taille interne (5 pi ; Annexe B5) et d'un autre marqueur de 
5 taille (1 Ml : Annexe B5). L'6lectrophor6se et le calcul de la concentration de I'ADN 
s'effectuenten langant le programme BioSizing du Bioanalyseur 2100 (Annexe A). 

6 - Separation des simples brins d'ADN par 6lectrophorese capillaire : 
L'analyse de I'ADN amplifie par PGR marqu§ sur chacun des 2 brins par des 
10 fluorophores de type C6-FAM et HEX (Annexe G) est effectuee par electrophorese en 
capillaire sur TABI PRISM 3100 (Annexe A). Les 6chantillons d'ADN a analyser sont 
tout d'abord dilu6s dans de I'eau a une concentration de 250 pg/pl. Pour chaque 
6chantillon. on prepare un melange contenant 1 pi de la solution de produit de PGR 
purifie et dilu§. 0,5 pi de standard de migration GeneScan 500 ROX. 0,5 pi d'une 
15 solution de NaOH (0,3 N) et 10,5 \i\ de Fonnamide. Ge melange est port6 § 90"C 
pendant 2 minutes, puis imm6diatement refroidi dans la glace. L'6lectrophor§se en 
capillaire commence par une pr6-migration de 3 minutes a 15 000 volts. L'injectlon de 
I'ADN est realisee a 1000 volts pour une duree de 22 secondes. Enfin. l'§lectrophor6se 
de I'ADN est realisee ^ 15 000 volts et 18°C dans un tampon TBE une fois concentr6 
20 (TBE pour Tris-Borate-EDTA) contenant le gel GeneScan Polymer (5%) et du glycerol 
(10%). A ce stade. la lecture de la fluorescence et I'acquisition des donnees sont 
effectuees automatiquement. La visualisation et le traitement de ces donnees sont 
effectu6s a partir du programme d'analyse GeneScan. 

Les r6sultats permettent notamment d'obtenir un profil d'6dltion dudit ARNm 
25 dans des conditions donnees (longueur des prodults de PGR. conditions des stapes 
pr6cedentes du protocole SSGP. param6trage du traitement des donntes etc.). Les 
param^tres de ce profil (comme le temps de migration, la hauteur et la surface des 
pics observes sur ce profil) seront ou pounront Stre compar6s k des profils standards 
comme par exemple : 

30 - au profil caracteristique obtenu dans ces conditions donn6es pour chacuhe des 
fonnes s6par6es 6ditees (ou non) dudIt ARNm (cf par exemple les figures 1C h 10 
montrant les profils caract§ristiques obtenus pour 13 des 32 fonnes 6dlt6es ou non de 
I'ARNm du 5-HT2C-R. ce profil caracteristique ayant 6t§ obtenu pour les 32 fonnes 
potentielles SEQ ID Nos. 1 ^ 32) ; eVou 
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- ^ des profils correspondant ^ des melanges qualitatifs et/ou quantitatifs connus de 
chacune de ces formes 6ditees ou non. obtenus dans ces conditions donnees ; et/ou 

- ^ des profils d'edition connus de ce m§me ARNm pour des patients sains ou 
pr^ntanl des pathologies confimn6es, ceci pour des extraits d'ARNm de tissus 

5 sp6ciflques (of. par exemple les figures 1A et 1B) dans ces m§mes conditions 
donnees, 

I'ensemble de ces profils etant ou pouvant etre stock6 en memoire du programme 
d'analyse. L'homme de I'art de I'anaiyse et du traitement du signal saura ais6ment 
mettre en Evidence sur un tel profil d'edition les analogies et/ou les differences avec 

10 les profils d'6dition standards memorises et annot6s (pourcentages et taux d'edition, 
pathologie induite, traitement therapeutique adapte, etc.). 

Pour chacun de ces profils « standards » stock6s dans la memoire du 
programme d'analyse et obtenus dans ces conditions donn6es, le pourcentage et/ou le 
taux d'edition pour chacune des formes poun-a etre egalement connu. 

15 Pour obtenir le profil caracteristique de chacune des fonnes §dit6es (ou non) 

dudit ARNm par SSCP dans des conditions donnees (etapes 1 § 6 de I'exemple 3). on 
pourra proceder de la manifere suivante : 

- clonage et verification par s^quengage de la fomie editee ou non dont on 
souhaite obtenir le profil caracteristique ; 

20 - amplification par PGR de la sequence identifiee et donee (etape 3 de I'exemple 

3): 

- mise en oeuvre des §tapes 4 ^ 6 de I'exemple 3. 

Pour connaTtre les pourcentages d'6dition et/ou le taux d'6dition de profils 
standards correspondant § des melanges connus de formes 6dlt6es ou non. 11 suffit de 

25 proceder avant I'etape 3 du proc6de ci-avant § un melange dans les proportions 
souhaitees des fonnnes d'edition comprises dans le m6lange. 

Pour connaTtre les pourcentages et/ou taux d'6dltion de profils standards 
correspondant a des profils d'edition de r6f6rence pouvant §tre dans la memoire du 
systeme d'analyse. ces profils pouvant notamment correspondre k des profils d'edition 

30 obtenus pour des patients sains ou pr§sentant une pathologie confimi6e, pour un tissu 
particulier, avant ou apr6s traitement th6rapeutique. etc.. II suffira de proc§der au 
clonage et au sequengage d'une partie representative ou de toutes les sequences 
dudit ARNm present dans Texlrait d'ARNm et d'en deduire la proporOon de chacune 
des formes pr^sentes. On pourra 6galement dans une autre m6thode utillser les 
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bfopuces de I'lnvention sur lesquelles I'ensemble des formes d'edition dudit ARNm 
sera dSpos^. 

II) ANNEXES 
5 A - Liste des materiels : 

ABI Prism3100 (Applied Biosystems) ; 

Bloanalyseur 2100 (Agilent Technologies ; H": DE1 3701 290) ; 

Centrifugeuse Eppendorf 5415 D (N" de serie : 5425 39 178) ; et 

Thermocycleur PTC200 MJ Research (N° de s§rie : ALO46013 et EN015975). 
10 B - Liste des kits : 

1 - NucleoSpin RNA II (Invitrogen ; Reference : 740.955.50) ; 

2 -ThennoScript RT-PCR system (Invitrogen ; Reference : 11146-024) ; 

3 - Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen ; Reference : 10966-026) ; 

4 - Nucleospin Extract (Macherey-Nagel ; R6f§rence : 740.588.50) ; et 
15 5 - DNA 1 000 Assay (Agilent Technologies ; R§f6rence : 5065-4449). 

C - Liste des solutions : 
B-mercaptoethanol (Sigma ; Reference : M 3148) ; 

amorce PGR 9 (Proligo ; marqu6e en 5' par le fluorophore C6-FAM et purlfi6e) ; 
amorce PCR10 (Proligo ; marquee en 5' par le fluorophore HEX et purifi6e) : et 
20 TBE 10 X (Invitrogen ; Reference : 15581-044). 

EXEMPLE 4 : Selection d'un compose capable de moduler le taux d'6dltlon du 
fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du S-HTac-R chez la souris 
25 I) Mlse en contact dudit compose h evaluer avec une population de cellules 

eucaryotes. notamment murines, exprimant le gene dudit ARNm {in vitro, in cellulo ou 
in vivo) 

Exemple (in vivo) 

- Injection chez des souris Balb C par vole intra-p§riton6ale du compos6 ^ tester. 

30 environ 20 mg/ Kg. 

A des temps detemiin6s. par exemple jusqu'a 3 jours : les souris sont tu6es et 
un 6chantillon de tissu specifique. tel que le cortex prefontal. est pr6lev6. congeI6 puis 
microdissequS. 
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2) Mise en Evidence de la modulation de l'6ditlon dudit fragment d'ARNm dans 
les cellules a partir d'un extrait d'ARNm. a Taide du couple d'amorces PCR9 (SEQ ID 
No. 36) et PCR10 (SEQ ID No. 37) 
Cf. Exemple 3. 

5 3) Comparaison du taux d'^dition et/ou du profil d'edition obtenu § celui cbtenu 

pour un extrait d'ARNm issu de la meme population de cellules de souris temoins 
n'ayant pas et6 mis en contact avec le compost a ^valuer, et mise en Evidence de la 
modulation ou non du taux et/ou du profil d'edition. 
Le cas echeant, 

10 4) Comparaison du taux d'6dition et/ou du profil d'edition obtenu aux profils 

standards obtenus dans les memes conditions d'analyse pour des populations de 
cellules identiques apr^s traitement avec un compost connu pour moduler le taux 
et/ou le profil d'edition dudit ARNm et dont I'effet therapeutique est connu. et selection 
dudit compose test6 comme agent potentiel pour exercer le mSme effet therapeutique 

15 si la modulation observee pour le produit teste est analogue k celle observ6e pour le 
compose connu. 

EXEMPLE 5 : Compose capable de moduler le taux d'edition du fragment comprenant 

la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du 5-HT2C-R 

pr§sentant une activite therapeutique 

II a pu etre d6montr6 qu'un compose connu pour Stre un anti-depresseur actif 

6tait capable de inoduler le taux d'edition du 5-HT2C-R. 



20 



wo 2004/011594 W — PCT/FR2003/002339 

50 



RgVENDlCATIONS 



10 



1/ Jeu d'au moins deux sondes oligodesoxyribonucleotidiques diff6rentes 
contenant une sequence susceptible de former un duplex sp6cifique avec un 
polynucleotide cible. ou I'un de ses variants, caracterise en ce que ledit jeu est 
constitu6 d'un ou comprend un ensemble de sondes distinctes pennetlant de detecter 
et/ou de quantifier dans un echantillon, la presence potentielle de tout oligonucleotide 
cible d6riv6 d'un fragment d'ARNm codant pour un recepteur membranaire de cellule 
de mammifire susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence 
de ce fragment, et en ce qu'au moins un des nucleotides dG sur au moins une 
desdites sondes a ete substitu§ par un nucleotide dl. de telle fa5on que les conditions 
d'hybridation sont identiques pour chacune desdites sondes. 

2/ Jeu d'au moins deux sondes diff6rentes selon la revendication 1, caract6ris§ 
en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG par un 
15 nucleotide dl dans lesdites sondes sont detemiines de mani^re ^ ce que les Tm des 
duplex pouvant etre form§s avec chacune desdites sondes sont identiques ou 
suffisamment proches pour pemiettre I'obtention desdits duplex par hybridation 
sp6cifique dans les memes conditions d'hybridation pour chacune desdites sondes. 

3/ Jeu d'au moins deux sondes diff§rentes selon Tune des revendications 1 et 
20 2. caract6ris§ en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl sur lesdites sondes sont detenmin6s de maniere d ce que le 
nombre de dG restants susceptibles de s'apparier ^ dC ou ^ C dans lesdits duplex est 
identique ou peu different pour chacune desdites sondes. 

4/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 ^ 3. 
25 caracterise en ce que lesdites sondes sont de type ADN monocat6naire. 

5/ Jeu d'au moins deux sondes diff6rentes selon I'une des revendications 1^4, 
caracterise en ce que lesdites sondes comprennent un petit nombre de bases, de 
preference egal ou interieur § 20 bases. 

6/ Jeu d'au moins deux sondes difffirentes selon I'une des revendications 1 ^ 5. 
30 caracterise en ce que lesdites sondes mettent en jeu un nombre Identique de bases ou 
un nombrB de bases different au plus de 10 %. 

7/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 d 6. 
caracterise en ce que le nombre desdites sondes differentes est au moins egal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide dble dont I'un au moins est 
35 susceptible d'etre present dans ledit echantillon k analyser. 
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8/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 a 7, 
caract6rise en ce que le nombre desdites sondes dont au moins un des nucleotides 
dG a 6te substitue par un nucleotide dl est au moins egal a deux. 

9/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1^8, 
5 carBCt6ris6 en ce que ledit recepteur est le recepteur S-HTac (S-HTac-R) de la 
s6rotonine ou la sous-unite B du recepteur du glutamate (GluR-B). 

10/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 k 
9, caracterise en ce que ledit jeu est constitue d'un ou comprend un ensemble de 
trente-deux sondes distinctes penmettant de detecter et/ou de quantifier dans un 
10 echantillon tout oligonucleotide cible derive d'un fragment comprenant la sequence 
SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm. edit§ ou non 6dite. du 5- 
HTzc-R, ledit jeu etant constitue ou comprenant les ensembles de sondes suivants : 
- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence SEQ ID Nos. 1 a 32 suivantes : 
5'-CAATACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 1). 
15 5'-CAITACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 2), 
5'-CAATICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 3). 
5'-CAATACGTAITCCTATT-3' (SEQ ID No. 4). 
5'-CAATACGTAATCCTnT-3' (SEQ ID No. 5). 
5'-CAATACGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 6). 
20 5'-CAITICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 7), 
5'-CAITAGGTAITCCTATT-3' (SEQ ID No. 8). 
5'-CAITAGGTAATCGTITT-3' (SEQ ID No. 9), 
5'-GAITAGGTIATGCTATT-3' (SEQ ID No. 10). 
5'-GAATIGGTAITGCTATT-3' (SEQ ID No. 11). 
25 S'-GAATIGGTAATCGTITT-S' (SEQ ID No. 12). 
5'-GAATIGGTIATGCTATT-3' (SEQ ID No. 13). 
S'-GAATAGGTAITCGTITT-S' (SEQ ID No. 14). 
5'-GAATAGGTnTCCTATT-3' (SEQ ID No. 15). 
5'-GAATAGGTlATCGTITT-3' (SEQ ID No. 16). 
30 5'-GAITICGTAITGCTATT-3' (SEQ ID No. 17), 
S'-GAITICGTAATGCTITT-S' (SEQ ID No. 18), 
5*-CAITICGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 19). 
5'-CAlTACGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 20). 
5'-CAITACGTHTGCTATT-3' (SEQ ID No. 21). 
35 5'-CAITACGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 22). 
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5'-CAATICGTAITCCTlTT-3' (SEQ ID No. 23). 
5'-CAATICGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 24). 
5'-CAATICGTIATCCTnT-3' (SEQ ID No. 25). 
S'-CAATACGTIITCCTITT-S' (SEQ ID No. 26). 
5 5'-CAITICGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 27). 
5'-CAITiCGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 28). 
5'-CAITICGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 29). 
5'-CAITACGTIlTCCTITT-3' (SEQ ID No. 30), 
5'-CAATICGTIITCCTITT-3' (SEQ ID No. 31 ). et 
10 S'-CAITICGTIITCCTITT-S' (SEQ ID No. 32) ; ou 

- rensemble des trente-deux sondes de sequence comprenant les sequences des 
fragments du nucleotide 3 au nucleotide 15 des SEQ ID Nos. 1 ^ 32. 

11/ Biopuce comprenant un jeu d'au moins deux sondes diff6rentes selon I'une 
des revendicatlons 1610 d§pos6es sur un meme support solide. 

12/ Biopuce selon la revendication 11, caracteriste en ce que ledit support 
solide est choisi parmi les supports solides en venre. en plastique. en Nylon®, en 

silicone, en silicium ou en polyoses. 

13/ Biopuce selon la revendication 11 ou 12, caracteris§e en ce que lesdites 
sondes sont fix6es sur ledit support solide, de preference par liaison covalente. 

14/ R6acteur comprenant en solution un jeu d'au moins deux sondes 
diff^rentes selon I'une des revendications 1610. 

15/ Dispositif, notamment une plaque ou une microplaque, constitue d'au moins 
deux conteneure. de pr6f6rence deux cupules. ledit dispositif comprenant un jeu d'au 
moins deux sondes dlff^rentes selon I'une des revendications 1 a 10, chacun des 
25 conteneurs contenant une desdites sondes. 

16/ Trousse de r6actifs pour la detection, I'analyse qualitative ou quantitative 
d'acides nucleiques cibles dans un §chantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 6 10. une 
biopuce selon I'une des revendications 11 a 13, ou un dispositif selon la revendication 
30 15. 

17/ Proc6d6 pour la detection et/ou la quantification d*oligonucl6otides cibles 
dans un §chantilIon, ledit oligonucleotide cible etant d6riv6 d'un fragment d'ARNm 
codant pour un r^cepteur membranaire de cellule de mammif^re susceptible de 
comporter au moins un site d'^dition dans la sequence de ce fragment. caracl6ris6 en 
35 ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) le d6p6t de I'^chantillon contenanl lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche k d6tecter la presence sur una biopuce salon Tune das revendications 11 ^ 
13. ou dans chacun das conteneurs du dispositif salon la ravandication 15. dans las 
conditions permettant {'hybridation sp^cifique desdits oligonucleotides cibles avec 

5 lesdites sondes ; 

b) le cas 6cheant, le ringaga de la biopuce obtenua a l'6tape a) dans les 
conditions pemiettant relimlnatlon des acides nucl6iques de l'6chantillon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification das oligonucleotides cibles captures par 
10 hybridation specifique au niveau de chacune desditas sondes. 

18/ Proc6d§ pour la detection et/ou la quantification d'oligonucl6otides cibles 
dans un echantillon salon la revendication 17. caracterise en ca que ledit 
oligonucleotide cibia derive d'un fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'- 
AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non 6dite, du S-HTac-R- 
15 19/ Precede de determination du pourcentage, dans un meme echantillon. de 

chacune das fomies, editees et non editees, d'un fragment d'ARNm codant pour un 
receptaur mambranaire de cellule de mammifera susceptible de comporter au molns 
un site d'edition. par rapport ^ la quantite totale des fomies d'ARNm editees ou non 
editees presentes dans ledit m§me echantillon (denomm6 «taux d'edrtion»). 
20 caracterise en ce qu'il comprend un precede selon la revendication 17 et en ce qu'a la 
fin de I'etape c) dudit precede salon la revendication 17, on determine pour chacune 
dasdites sondes le rapport exprime en pourcentage entre la quantite d'oligonucieotides 
captures par una sonde et la quantite totale d'oligonucieotides captures par I'ensemble 
des sondes. 

25 20/ Precede salon la revendication 19, caracterise en ce que ledit fragment 

d'ARNm codant pour un recepteur membranaire susceptible de comporter au molns 
un site d'edition est le fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU 
AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non edite. du S-HTzc-R. et en ce qu'& I'etape a) 
du precede selon la revendication 17, ladite biopuce ou les conteneurs dudit dispositif 
30 comprennent un jeu de sondes selon la revendication 1 0. 

21/ Precede selon I'une des revendicatons 17 ^ 20, caracterise en ce que les 
oligonucleotides cibles sent des ARNm antisens ou des ADN compl6mentalres des 
fragments dudit ARNm 6dite et non 6dlt6, et en ce que lesdites sondes sont des ADN 
correspondant aux sequences du fragment dudit ARNm 6dit6 et non edite. 
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22/ Proced6 selon Tune des revendications 17 a 21, caracteris§ en ce que 
iesdits fragments dont derivent les oligonucleotides cibles sont des fragments d'acides 
nud^iques exlraits ^ partir d*un pr61evement biologique d'un mammif^re dont r§tre 
humain. 

23/ Proc§d6 selon Tune des revendications 17 ^ 22. caract6rise en ce que les 
oligonucleotides cibles sont prealablement marques par un marqueur capable 
d'engendrer directement ou Indirectement un signal detectable, de preference 

fluorescent ou radioactif . 

24/ Utilisation d'une biopuce selon I'une des revendications 11 ^ 13. ou d'un 
dispositif selon la revendication 15. pour la d6temiination du taux d'edition d'un ARNm 
codant pour un r6cepteur membranaire de cellule de mammifere, 

25/ M6thode de selection d'un compost capable de moduler Tedition d'un site 
d'edition situ6 sur un fragment d'un ARNm codant pour un r6cepteur membranaire 
present dans une cellule de mammifere. ledit fragment d'ARNm §dit§ ayant la 
sequence notee «E» et ledit fragment d'ARNm non edite ayant la sequence not6e 
«NE», caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compose ^ evaluer avec une population de cellules 
exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre 6dite ; 

B) la mise en evidence de la modulation ou non de redltlon du site d'6ditlon 
dudit ARNm dans ladite cellule a partir d'un 6chantlllon d'ollgonucl6otides cibles 
derives dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucieiques issu 
desdites cellules obtenues i I'etape A) par un procede selon la revendication 17 et 
dans lequel precede au moins deux desdites sondes sont deux ADN correspondant. 
pour run a la sequence d'ADN dudit fragment «E» et. pour I'autre. ^ la sequence 

25 d'ADN dudit fragment «NE» ; 

C) le cas echeant. en ce que I'on compare k I'etape c) du proced6 selon la 
revendication 17 la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles 
captures au niveau de chacune desdites sondes & celles obtenues a partir d'une 
population de cellules temoins ; et 

30 D) la selection de ce compose si celul module I'edltion dudit site d'6dition. 

26/ Methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition 
d'un fragment d'ARNm codant pour un recepteur membranaire present dans une 
cellule de mammifere. caracteris6e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compose k 6valuer avec une population de cellules 
35 exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre edite ; 



20 
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B) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un 6chantlllon d'oligonucleotides cibles derives 
dudit fragment d'ARNm et obtenus § partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdites cellules obtenues ^ Tetape A) par un precede selon la revendication 17 ; 
5 C) la determination ^ la fin de Tetape c) du proc6de selon la revendication 17 et 

pour chacune desdites sondes du taux d'edition con^espondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantite d'oligonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oligonucleotides captures par Tensemble des sondes ; 

D) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celul 
10 obtenu pour une population de cellules temoins ; et 

E) la selection de ce compos6 si celui module le taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm. 

27/ Methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition 
d'un fragment d'ARNm selon la revendication 26, ledit ARNm codant pour le recepteur 
15 membranaire S-HTac-R, caracteris6e en ce que ledit fragment d'ARNm comprend la 
sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du 5-HT2C-R et en 
ce qu'Si l'6tape B dudit proc6de, la mise en 6vidence de la modulation ou non du taux 
d'6dition dudit fragment d'ARNm est realis6e par un proc6d6 selon la revendlcafion 18 
dans lequel a r6tape a) ladite biopuce ou les conteneurs dudit dispositif comprennent 
20 un jeu de sondes selon la revendication 10 ; 

C) la d6termination k la fin de r§tape c) du proced6 selon la revendication 18 et 
pour chacune desdites sondes du taux d'6ditlon conrespondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantit6 d'oligonucl6otldes captures par une sonde et la quantite 
totale d'oligonucl6otides captures par I'ensemble des sondes ; 
25 D) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu d celui 

obtenu pour une population de cellules tSmoin ; et 

E) la selection de ce compose si celu!-ci module le taux d'6dition dudit fragment 
d'ARNm. 

28/ M6thode SSCP pemiettant dans des conditions donnees d'analyse 
30 d'obtenir le profil d'edition d'un ARNm pouvant etre edite. ^ partir d'un echantillon de 
tissu specifique ou a partir d'un echantillon d'une population de cellules eucaryotes, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) I'extraction des ARN totaux dudit echantillon, suivi le cas echeant d'une 
purification des ARNm ; 
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b) la transcription inverse des ARN extraits a f etape a) et la synthese de I'ADN 
double brins ; 

c) ramplification par PGR des ADN obtenus a Tetape b) ^ Taide d'un cx)upie 
d'amorces specifiques dudit ARNm pouvant etre edite, ce couple d'amorces etant 

5 choisi de maniere a pouvoir amplifier toutes les formes d'§dition potentiellement 
presentes dans I'extrait d'ARN. ces amorces etant marquees par des fluorophores ; 

d) le cas echeant, la purification des produits de PGR obtenus a I'etape c) ; 

e) le cas echeant, la quantification des produits de PGR obtenus a I'etape d) ; 

f) la dissociation des ADN double brins en ADN simple brin, notamment par 
10 chauffage suivi d'un refroidissement brutal ; 

g) la separation des ADN simple brin par electrophorese capillaire ; et 

h) I'obtention du profil d'edition par lecture de la fluorescence et, le cas 
echeant. acquisition des donnees du profil par le systeme d'exploitation assod6 au 
lecteur en fluorescence. 

15 29/ Methode SSGP selon la revendication 28, caracterisee en ce que le couple 

d'amorces ufilisees a I'etape c) est choisi de maniere a ce que les produits PGR 
obtenus sont de longueur d'au moins 100 bases. 

30/ Methode SSGP selon la revendication 28 ou 29, caracterisee en ce que 
ledit ARNm pouvant etre edite est celui d'un recepteur membranaire, notamment le 
20 5-HT2C-R ou celui de la sous-unite B du recepteur du glutamate (GluR-B). 

31/ Methode SSGP selon la revendication 30. caracterisee en ce que ledit 
ARNm pouvant §tre 6dit6 est celui du S-HTac-R ou celui de la sous-unit§ B du 

r6cepteur du glutamate (GluR-B). 

32/ M6thode SSGP selon les revendicatlons 28 d 31, caract6ris6e en ce que 

25 ledit ARNm pouvant etre 6dit6 est celui du 5-HT2C-R et le couple d'amorces est le 
couple d'amorces suivant, de pr6f6rence marquees par des fluorophores : 
PCR9 TGTCCGTAGCCATTGGTGATATGGT (SEQ ID No. 36) ; et 

PCR10 GCAATCTTGATGATGGCGTTAGTGGG (SEQ ID No. 37). 

33/ Methode SSGP penmetlant dans des conditions donn§es d'analyse 

30 d'obtenir le profil d'6dition et le taux d'edition d'un ARNm pouvant Stre 6dit6, a partir 
d'un 6chantillon de tissu specifique ou d partir d'un 6chantillon d'une population de 
cellules eucaryotes. caracteris6e en ce qu'elle comprend les Stapes suivantes : 

a) I'obtention du profil d'6dition par la m6thode SSGP selon Tune des 
revendications 28 d 32 ; 
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b) la comparaison du profil obtenu & r§tape a) avec des profils standards 
correspondant a : 

- des profils caracteristiques obtenus dans ces conditions donnees pour 
chacune des fomies s6par6es 6dit6e (ou non) dudit ARNm ; et/ou 

5 - des profils caract6ristiques de melanges qualitatifs et/ou quantitatifs connus 

de chacune de ces formes §dlt6es ou non. obtenus dans ces conditions donn6es ; 
et/ou 

- i des profils d'edition connus dans ces memes conditions donn§es, de ce 
m§me ARNm pour des patients sains ou presentant des pathologies confimiees. ceci 

10 pour des extraits d'ARNm desdits tissus sp6cifiques. ou encore pour ladite population 
de cellules eucaryotes ; 

c) la selection du profil d'edition connu con-espondant au profil d'6dition obtenu 

a r6tape a) ; et 

d) rassociation du taux d'6dition du profil s6lectionne § I'^tape c) au profil 

15 d'edition obtenu ^ I'etape a). 

34/ M^thode de selection d'un compose capable de moduler le taux et/ou le 
profil d'edition d'un ARNm susceptible d'§tre edite dans un tissu sp6cifique ou una 
population de cellules eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm, notamment de 
mammifdre tel que I'homme ou la souris. caract6rls6e en ce qu'elle comprend les 

20 Stapes suivantes : 

a) la mise en contact, in vivo ou in cellulo, dudit compos6 ^ evaluer avec ledil 
tissu spScifique ou ladite population de cellules eucaryotes ; 

b) I'obtention du profil d'edition par la mSthode SSCP selon les revendications 
28 ^ 33 dans des conditions donn6es d'analyse ; 

25 c) la comparaison du profil obtenu & l'6tape b) avec ; 

- solt des profils standards conrespondant des profil d'edition connus de ce mime 
ARNm, pour un m§me tissu sp6cifique ou une meme population de cellules 
eucaryotes, ce dans les mSmes conditions d'analj^ donn6es. ou 

- solt ^ un profil d'6dltlon fait en parall61e et obtenu pour un m§me tissu sp6clfique 
30 tfemoin ou une m§me population de cellules eucaryotes tSmolns n'ayant pas 6t6 mis en 

contact avec le compose d 6valuer ; et 

d) la selection dudit compos§ ^ 6valuer si les profils d'6dition compar6s d 
r6tape c) sont signlficativement diff6rente entre eux. 
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35/ M6thode de selection d'un compost capable de pr6venlr et/ou traiter chez 
un patient une pathologie associee, au moins en partie, k Tedition d'un ARUm 
susceptible d'etre edite, caracterisee en ce qu'elle comprend ies 6tapes suivantes : 

a) la mise en contact, in vh/o ou in cellulo, dudit compost § ^valuer avec un 
5 tissu sp§cifique ou une population de cellules eucaryotes exprimant le gene dudit 
ARNm susceptible d'etre edite, ledrt tissu sp§cifique ou ladite population de cellules 
eucaryotes pr6sentant avant la mise en contact du compos6 ^ tester un profit d'edition 
dudit ARNm caract^ristique de la pathologie associ6e et ce, dans des conditions 
donn§es d'analyse ; 

10 b) I'obtention du profil d'edition par la m§thode SSCP selon Ies revendications 

28 ^ 33 dans ces conditions donnees d'analyse ; 

c) la comparaison du profil obtenu S I'etape b) avec : 

a) un profil standard correspondant d un profil d'6dition connu de ce 
m§me ARNm, pour un m§me tissu specifique ou pour une meme population de 
15 cellules, ce dans Ies memes conditions donnees d'analyse, ce profil d'6dition 6tant 
repr§sentatif d'un patient sain ou ne presentant pas ladite pathologie associ6e ; et, le 
cas ech6ant avec : 

P) un profil d'edition obtenu pour un m§me tissu specifique t§moln ou 
pour une m§me population de cellules temoins n'ayant pas ete mis en contact avec le 
20 compos6 a evaluer, ce dans les memes conditions donnees d'analyse ; et 

d) la s6lection dudit compose a evaluer si les profils d'edition compar6s ^ 
I'etape c) montrent que celui obtenu a I'etape b) est significativement identique ^ celul 
de l'6tape c)a), et, le cas 6ch6ant confirme cette selection si celui obtenu a I'etape b) 
est significativement different de celui de I'etape c)p). 
25 36/ Methode de selection d'un compose capable de prevenir et/ou traiter chez 

un patient une patiiologie associee, au moins en partie, k Tedition ou non d'un ARNm 
susceptible d'etre edit§ avec un m§me mecanisme therapeutique ou efficaclt6 qu'un 
compost connu pour modular le profil d'edition dudit ARN et connu pour prevenir et/ou 
traiter chez un patient la meme patiiologie associee, caract6ris6e en ce qu'elle 
30 comprend les 6tapes suivantes : 

a) la mise en contact, in vivo ou in cellulo, dudit compost ^ ^valuer avec un 
tissu specifique ou une population de cellules eucaryotes exprimant le g^e dudll 
ARNm susceptible d'etre edite, ledit tissu sp6dfique ou ladite population de cellules 
eucaryotes presentant avant la mise en contact du compost h tester un profil d'^ltion 
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dudit ARNm caract§ristique de la pathologie associ^e et ce, dans des conditions 
donnees d'analyse ; 

b) I'obtention du profil d'§dition par la m6tliode SSCP selon les revendications 
28 k 33 dans ces conditions donnees d'analyse ; 
5 c) la comparaison du profil obtenu § I'etape b) avec : 

a) un profil standard con-espondant a un profil d'edition connu de ce 
m§me ARNm, pour un m§me tissu speciflque ou pour une m§me population de 
cellules ayant et§ mis en contact, in vivo ou in cellulo, avec ledit compost connu pour 
moduler le profil d'6dition dudit ARN dans les memes conditions donnees d'analyse et 
10 connu pour pr6venir et/ou traiter chez un patient la m§me pathologie associ6e ; et. le 
cas ech6ant avec : 

p) un profil d'edition obtenu pour un m§me tissu speciflque t§moin ou 
pour une m§me population de cellules temoins n'ayant pas §t§ mis en contact avec le 
compos6 ^ ^valuer, ce dans les memes conditions donnees d'analyse ; et 
15 d) la selection dudit compose ^ evaluer si les profits d'6dition compares a 

I'etape c) montrent que celui obtenu a I'etape b) est significativement identique ^ celui 
de I'etape c)a), et, le cas echeant confirme cette selection si celui obtenu k l'6tape b) 
est significativement different de celui de I'etape c)P). 

37/ Methode de diagnostic, le cas echeant pr^dictif, de maladie associ§e, au 
20 moins en partie, h un ARNm susceptible d'etre §dit§, ^ partir d'un §chantillon de tissu 
ou de cellules preleve chez un patient ^ tester, caracteris6e en ce qu'elle comprend les 
6tapes suivantes : 

a) I'obtention du profil d'edition dudit ARNm par la methode SSCP selon les 
revendications 28 § 33 dans des conditions d'analyse donnees ; 
25 b) la comparaison du profil obtenu a I'etape a) avec des profils standards 

con-espondant § des profils d'edition connus de ce meme ARNm pour des patients 
sains ou pr6sentant des pathologies confimnees. cecl pour des extraits d'ARNm de 
mSme tissu ou de m§me cellules, dans ces memes conditions donnees. ou encore 
pour des cellules issues de lignees cellulalres ; et 
30 c) la selection du profil d'edition connu con-espondant au profil d'6dltlon obtenu 

I'etape a) ; et 

d) I'association du diagnosUc attache au profil s§lecHonn§ ^ I'etape c) au 
patient tests. 

38/ M6thode de selection d'un compos6 capable de moduler le taux d'edition du 
35 fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5*-AUA CGU AAU CCU A- 
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3') de I'ARNm du 5-HT2C-R selon la revendlcation 27. ou m6thode de selection d'un 
compos§ capable de moduler le taux et/ou le profil d'6dltion de I'AFUMm du S-HTac-R 
selon la revendlcation 34. caract6ris6e en ce qu'ii I'etape E) de la mSthode selon la 
revendlcaton 27. ou d l'6tape d) de la m6thode selon la revendlcation 34, on 
5 selectionne le compos6 si celui-ci diminue le taux d'Sdition d'un site d'6dition dudit 
fragment d'ARN, site d'^ition qui lorsqu'il est 6dit6 modifie la sequence des acides 
amines du 5-HT2C-R provenant de la traduction de I'ARNm non 6dit6. 

39/ l\/l§thode de selection d'un compos6 capable de moduler le taux d'6diflon du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
10 3') de I'ARNm du 5-HT2C-R selon la revendication 27, ou methode de selection d'un 
compost capable de moduler le taux et/ou le profil d'edition d'un ARNm codant pour le 
5-HT2C-R selon la revendication 34, caract6ris6e en ce qu'^ I'etape E) de la methode 
selon la revendication 27. ou ^ I'etape d) de la m6thode selon la revendication 34, on 
s6lectionne le compos6 si celui-ci augmente le taux d'edition d'un site d'6dition dudit 
15 fragment d'ARN. site d'6dition qui lorsqu'il est 6dit6 modifie la sequence des acides 
amines du 5-HT2C-R provenant de la traduction de I'ARNm non 6dite. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> BIOCORTECH 

<120> Nouvelle methods d' analyse d'acide nucl^ique et son 

utilisation pour ^valuer le degre d' Edition de I'ARNm, 
notainment celui du r^cepteur S-HTjc de la s§rotonine 

<130> D20534 

<150> FR 02/09 524 
<151> 2002-07-26 

<160> 37 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
humain 

<400> 1 

caatacgtaa tcctatt 



<210> 2 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<400> 2 

cantacgtaa tcctatt 



<210> 3 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le recepteur S-HTac 
hiamain 
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<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<400> 3 

caatncgtaa tcctatt 



<210> 4 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur S-HTac 
hiuaain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n« i 

<400> 4 

caatacgtan tcctatt 



<210> 5 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modified__base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 5 

caatacgtaa tcctntt 



<210> 6 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2C 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
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<223> n= i 
<400> 6 

caatacgtna tcctatt 



<210> 7 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d§riv6 de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
huiaain 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<400> 7 

cantncgtaa tcctatt 



<210> 8 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> S§c[uence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

deriv6 de I'ARNm codant pour le r6cepteur 5-HT2C 
humain 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 8 

cantacgtan tcctatt 



<210> 9 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 
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deriv§ de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
hiimain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 9 

cantacgtaa tcctntt 



<210> 10 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv^ de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
hvimain 

<220> 

<221> modifiedjbase 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<400> 10 

cantacgtna tcctatt 



<210> 11 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2C 
humain 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif iedjbase 
<222> (10) 
<223> n=» i 
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<400> 11 

caatncgtan tcctatt 



<210> 12 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
humain 

<220> 

<221> modified__base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> i 

<400> 12 

caatncgtaa tcctntt 



<210> 13 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d§riv^ de I'ARNm codant pour le r6cepteur 5-HT2c 



<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modifiedjoase 
<222> (9) 
<223> n= i 

<400> 13 

caatncgtna tcctatt 



<210> 14 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur 5-HT2c 



humain 
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humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 14 

caatacgtan tcctntt 



<210> 15 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle; ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur 5-HT2c 
huinain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 15 

caatacgtnn tcctatt 



<210> 16 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTzc 
humain 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 



<400> 16 
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caatacgtna tcctntt 



<210> 17 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTzc 



<220> 

<221> niodified__base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 17 

cantncgtan tcctatt 17 



<210> 18 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le r^cepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 
<223> n^ i 

<220> 

<221> modified__base 
<222> (15) 
<223> n== i 



humain 



<400> 18 

cantncgtaa tcctntt 
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<210> 19 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur S-HTac 
humain 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (3) 
<223> n* i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n« i 

<220> 

<221> modified_j3ase 
<222> (9) 
<223> n= i 

<400> 19 

cantncgtna tcctatt 



<210> 20 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur S-HTac 
huioain 

<220> 

<221> modified^base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_j3ase 
<222> (15) 
<223> n« i 

<400> 20 

cantacgtan tcctntt 



<210> 21 
<211> 17 
<212> ADN 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
htomain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (10) 
<223> n== i 

<400> 21 

cantacgtnn tcctatt 



<210> 22 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le r6cepteur S-HTac 
humain 

<220> 

<221> modified__base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n« i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 22 

cantacgtna tcctntt 



<210> 23 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 



10/16 

<223> Description de la sequence artif icielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modifiedjDase 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 23 

caatncgtan tcctntt 



<210> 24 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv§ de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> iaodified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied__base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 24 

caatncgtnn tcctatt 



<210> 25 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
humain 



wo 2004/011594 




PCT/FR2003/002339 



11/16 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied^base 
<222> (15) 
<223> i 

<400> 25 

caatncgtna tcctntt 



<210> 26 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
hiomain 

<220> 

<221> laodif ied__base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_jDase 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied__base 
<222> (15) 
<223> n== i 

<400> 26 

caatacgtnn tcctntt 



<210> 27 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le r6cepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modified base 
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<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified^base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 27 

cantncgtan tcctntt 



<210> 28 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le r^cepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> raodified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 28 

cantncgtnn tcctatt 



<210> 29 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 
<223> 



Description de la sequence artificielle: ADN 
d^riv^ de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
hiunain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified^base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 29 

cantncgtna tcctntt 17 

<210> 30 

<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d§riv§ de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 



<220> 

<221> modified__base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 30 

cantacgtnn tcctntt 17 
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<210> 31 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d6riv6 de I'ARNm codant pour le r^cepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 31 

caatncgtnn tcctntt 



<210> 32 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

d§riv6 de I'ARNm codant pour le recepteur 5-HT2c 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 
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<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 32 

cantncgtnn tcctntt 



<210> 33 
<211> 13 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ARN 

d6riv§ de I'ARNm codant pour le r6cepteur S-HTac 
humain 

<400> 33 
auacguaauc cua 

<210> 34 
<211> 17 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ARN 

derive de I'ARNm codant pour le r§cepteur 5~HT2c 



<400> 34 

caauacguaa uccuauu 

<210> 35 
<211> 17 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ARN 

derive de I'ARNm codant pour le r^cepteur S-HTac 
humain 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 



humain 
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<223> n= i 
<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n== i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 35 

canuncgunn uccunuu 17 

<210> 36 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 
d^rivSe de I'ARNm du r^cepteur 5-HT2c 



<210> 37 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 
d^riv^e de I'ARNm du r^cepteur 5-HT2c 



<400> 36 

tgtccctagc cattgctgat atgct 
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<400> 37 

gcaatcttca tgatggcctt agtccg 
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